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RESUMO
Lemes, V.R.R. Avaliacio de residuos de ditiocarbamatos e etilenotiouréia (ETU) em
fruta e sua implicacio na saide piblica. Sio Paulo, 2003 [Dissertaciio de Mestrado
Faculdade de Satde Piblica da Universidade de Séo Paulo].

Etilenotiouréia (ETU) ¢ uma substincia tbéxica, formada pela degradacio efon
biotransformac#o dos fungicidas etilenobisditiocarbamatos (EBDC), razoavelmente estdvel,
solivel em agua e pode representar um risco & populagfo consumidora de frutas e outros
alimentos. Apresenta evidéncia suficiente para carcinogenicidade em animais e evidéncia
inadequada para carcinogenicidade em seres humanos. Os objetivos deste estudo foram:
estudar e validar métodos analiticos para determinacfio de residuos de ditiocarbamatos e de
ETU em mamfo; determinar os residuos remanescentes de aplicagio de EBDC
(mancozebe) em culturas de maméo da espécie Carica papaya L e de seu metabdlito ETU;
determinar a dissipagdo desses residuos, dias apds a aplicagiio de mancozebe; avaliar os
teores encontrados e o risco & saide da populagio. A determinagio de ditiocarbamatos foi
feita por espectrofotometria e a de ETU, por cromatografia a liquido de alta eficiéncia.
Foram analisadas amostiras tratadas e nfio tratadas (testemunhas) com mancozebe,
procedentes de trés localidades representativas da cultura de maméo: Lins-SP, Linhares-ES,
Extremo sul da Bahia. Os métodos analiticos avaliados apresentaram resultados
satisfatérios. As recupera¢des variaram de 70 a 110 % para mancozebe ¢ de 80 a 110 %
para ETU, com coeficientes de variagéo de 4,8 a 13,2 % para mancozebe ¢ de 3,7a 13,3 %
para ETU, dependendo do nivel fortificado. O limite de quantificagio do método foi de 0,5
mg/kg para mancozebe, ¢ 0,0lmg/kg para ETU. Todas as amostras tratadas com
mancozebe apresentaram residuos de ETU que variaram de 0,0lmg/kg a 0,32 mg/kg. Os
niveis de mancozebe variaram de 0,5 mg/kg a 2,1 mg/kg. No estudo de dissipa¢do os
valores de residuos de mancozebe permaneceram praticamente inalterados enquanto que os
niveis de ETU decairam de 0,14 mg/kg para 0,04 mg/kg apés 12 dias da aplicaciio. A
estimativa da ingestfio de residuos de mancozebe e ETU pelo consumo de maméo foi de
1,0% e 0,7% da Ingestiio Didria Aceitavel (IDA), respectivamente. A presenca de niveis de
ETU em mamio alerta para a necessidade do conhecimento dos niveis presentes nos

alimentos consumidos pela populacéo.



Descritores: Etilenotiouréia, Etilenobisditiocarbamatos, Mancozebe, Ditiocarbamatos,

Agrotdxicos, Alimentos, Mamio, Satde Pablica, Meio Ambiente.



SUMMARY
Lemes, V.R.R. Evaluation of dithiocarbamate.and ethylenethiourea (ETU) residues in fruit
and their implication for public health. Sdo Paulo, 2003. [MSc Dissertation — Faculty of
Public Health, University of Sio Paulo]

Ethylenethiourea (ETU) is a degradation and/or biotransformation toxic substance from
ethylene-bisdithiocarbamate (EBDC) fungicides. It is reasonably stable, has high solubility
in water and may represent a risk to populations consuming fruits and other foods.
Sufficient evidence is available to indicate that it is carcinogenic in animals, but the
evidence is inadequate for human beings. This study had the objective studying and
validating analytical methods for determining dithiocarbamates and ETU levels in papaya;
determining the levels of remaining residues of EBDC (mancozeb) from applications to
papaya species Carica papaya L. cultivations and its metabolite ETU; determining the
dissipation of these residues days after the application of mancozebe; and assessing the
levels encountered and the risk to public health. The utilized method for determining the
dithiocarbamates levels was spectrophotometry and determining ETU was high
performance liquid chromatography. The samples were collected from three localities that
are representative of papaya cultivation: Lins (Sdo Paulo), Linhares (Espirito Santo) and the
extreme south of Bahia. The analytical methods assessed presented satisfactory results. The
range of the recovery studies was from 70 to 110% for mancozeb, and from 80 to 110% for
ETU. Depending on the level fortified, the coefficients of variation ranged from 3.7 to
13,3% for ETU and from 4,8 to 13,2% for mancozeb. The quantification limit for the
method was 0.5 mg/kg for mancozeb and 0.01 mg/kg for ETU. All samples treated with
mancozeb presented ETU residues ranging from 0.01 mg/kg to 0.32 mg/kg. The mancozeb
levels ranged from 0.5 mg/kg to 2.1 mg/kg. In the dissipation study, the amounts of
mancozeb residue remained practically unaltered, while the ETU levels fell from 0.14
mg/kg on the day of treatment to 0.04 mg/kg 12 days later. The contribution of the
estimated mancozeb and ETU ingestion to the Acceptable Daily Ingestion (ADI) was 1,0%
and 0.7%, respectively. Knowing that ETU is present in papaya serves as a warning for the

need for knowledge of the levels present in foods consumed by the public.



Descriptors: Ethylenethiourea, Ethylene-bisdithiocarbamate, Mancozeb, Dithiocarbamate,
Pesticides, Foods, Papaya, Public health, Environment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Agrotéxicos
A legislagfio brasileira define agrotoxicos e afins como: “produtos ¢ agentes de

processos, fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos setores de produgéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protegdo de
florestas, nativas ou plantadas, ¢ de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composigéio da flora ou da fauna, a fim de
preserva-la da agfio danosa de seres vivos considerados mocivos, bem como as
substincias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores ¢
inibidores de crescimento” (BRASIL 2002).

A presenca de pragas nas culturas pode comprometer significativamente a
produgdo de alimentos e sua qualidade tanto no campo quanto durante o transporte e
armazenamento.

Os agrotdxicos podem ser classificados quanto a sua agfio € a0 grupo quimico a
que pertencem. Assim sendo, podem ser inseticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas,
acaricidas e outros. Alguns grupos quimicos, porém, podem apresentar varios modos de
acdo. Os grupos quimicos de agrotoxicos mais utilizados sdo os organoclorados, os
organofosforados, os carbamatos, os ditiocarbamatos e os piretréides.

Cronologicamente, segundo seu aparecimento e desenvolvimento, os inseticidas
e/ou acaricidas e os fungicidas podem ser distribuidos segundo uma sucessdo de
geragdes, conforme Tabela 1.

Em todas as geragfes existem exemplos de inseticidas/acaricidas e fungicidas
que foram e sdo usados intensamente no controle de pragas e doengas.

Dentre os fungicidas mais utilizados tem-se como exemplo: o oxicloreto de
cobre, da primeira geragdo; vdrios fungicidas sistémicos, da terceira geragfo, e os

ditiocarbamatos, da segunda geragdo.



Tabela 1 — Sucesséiio de geracoes de inseticidas e/ou acaricidas e fungicidas.

Geracdes* | Inseticidas/Acaricidas: exemplos Fungicidas: exemplos
Inorganicos: Enxofre, Arsénio, Fluoretos, | Enxofre: enxofre, calda sulfo-
Organicos: célcica;

1* -Vegetais: Nicotina, Piretrinas naturais; Cobre: calda bordaleza,

-Minerais: 6leos minerais. compostos fixos de cobre
(oxicloreto de cobre, 6xido
CUproso).

Orgéanicos sintéticos: Ditiocarbamatos: Manebe,

-Fumigantes: Brometo de Metila, zinebe, mancozebe, propinebe;

Fosfina; Quinonas: cloranil, diclone;

-Organoclorados: HCH, DDT, Nitrogenados heterociclicos:

2° Heptaclor; captan, folpet, captafol;

-Organofosforados: Malation, Paration, | Aromdticos:

Diclorvos, Dissulfoton; -Fenélicos: DNOC,

-Carbamatos: Aldicarb, Carbaril, DINOCAP, pentaclorofenol;

Carbofuram; -Nitrobenzeno halogenados:

-Piretréides: Deltametrina, Permetrina. HCB, PCNB, dicloran;
-Nitrilas: Clorotalonil;
Guanidinas: dodine;
Estanho: Trifenil Acetato de
Estanho.

Microbianos: fungos, bactérias e virus; Fungicidas sistémicos:

3 Feroménios sexuais: Grandlure. Acilaninas: Ridonil;
Benzimidazoles: Benomil,
carbendazim, tiabendazole;
Carboxamidas: Vitavax;
Imidazoles: Imazalii;
Organofosforados: Pirazof6s,
kitazin;

Triazéis: Tebuconazole,
propiconazole.

4* Hormdonios juvenis: Juvabiona.

Anti-hormoénios
5 -Vegetais: Precocenos;

-Microorganismos: Lactonas.

*GeragOes: sucessiio cronolégica de apa;ecimento dos agrotoxicos

Fonte: (BAPTISTA 1999), com adaptagGes.




O Brasil ocupa a terceira posi¢io mundial no consumo de agrotdxicos, depois
dos Estados Unidos e do Japdo, e o oitavo lugar em uso por érea cuitivada (SINDAG
2003).

Em 2002, 278 ingredientes ativos e 714 formulagGes de agrotoxicos estavam em
linha de comercializagio, conforme Tabela 2, distribuidos segundo a classificagfio em
fungdo do modo de agéo.

Tabela 2 - Distribuicfio por classe de agrotoxicos em niimero e percentagem (%) de
ingrediente ativo em linha de comercializagio, nos anos de 1992 e 2002, e aumento

do nimero de ingredientes ativos em nimero e percentagem (%), no periodo.

Classes Ingredientes ativos Aumento do niimero
de ingredientes ativos
no periodo

1992 2002 Nimero | %

Herbicidas 57 (29,4%) 81 (29,1%) 24 42,1

Inseticidas 59 (30,4%) 79 (28,4%) 20 33,9

Fungicidas 43 (22,2%) 72 (25,9%) 29 67,4

Acaricidas 14 (7,2%) 16 (5,8%) 02 14,3

Outros _ 21 (10,8%) 30 (10,8%) 09 42,8

Total 194 (100,0%) 278 (100,0%) 84 43,3

Fonte: (SINDAG 2003), com modificagio.

Comparando a variacdo do nlimero de ingredientes ativos em 10 anos, observou-
se que em 2002 houve um aumento de 14,3 a 67,4 % em relagfio a 1992, sendo que os
fungicidas foram os que sofreram a maior variagio, como pode ser observado na Tabela
2,

O etilenobisditiocarbamato mancozebe estd entre os 12 agrotéxicos mais
vendidos no Brasil, incluindo os Estados de S&o Paulo, Bahia e Espirito Santo. O
consumo nacional de mancozebe foi de mais de 5.000 toneladas em 2000. O tiram e o
manebe estdo entre os 40 produtos mais vendidos, cerca de 500 toneladas cada em 2000.



Qs agrotoxicos podem causar efeitos toxicos em humanos, nos animais
domeésticos e silvestres, nos organismos aquaticos e ao ambiente. Os trabalhadores que
manipulam esses produtos nas industrias, os aplicadores que manuseiam e aplicam
formulagdes de agrotéxicos nas lavouras e a populagio rural vizinha de plantagdes onde
esses produtos sdo utilizados sfo os principais grupos de risco de exposi¢do aguda. Os
consumidores de alimentos, se ingerirem residuos acima dos limites méaximos de
residuos (LMR) permitidos, podem ficar sob risco de exposigiio cronica a agrot6xicos.

A Organizag¢do Mundial da Saide estima que mais de 500 milhdes de pessoas
expdem-se a0s agrotdxicos e que ocorrem anualmente 3 milhdes de intoxicages
severas. Destas, 1 milhdo sdo intoxicagtes agudas ndo intencionais com 20.000 mortes
por ano, e destes 70 % sfio por exposigdo ocupacional. Os efeitos crdnicos sdo mais
dificeis de serem avaliados, mas estima-se a ocorréncia, em dmbito mundial, de 25.000
casos de seqiielas neuro-comportamentais, 37.000 casos de céncer ¢ 700.000 casos de
dermatoses, por ano (WHO 1988).

A Agéncia de Proteciio Ambiental dos Estados Unidos da América do Norte
(EPA) estima que ocorrem de 10.000 a 20.000 diagnosticos de intoxicagdo por
agrotéxico no pais por ano, dentre trabalhadores rurais, fumigadores e outras ocupagées
(WHO 2002 citado por CONCEICAO 2002).

No Brasil estima-se que em torno de 15 milhdes de pessoas que trabalham na
agricultura estejam potencialmente expostas aos agrotoxicos em quantidades bastante
significativas, e que, entre elas, ocorram de 150.000 a 200.000 intoxicagdes agudas
anualmente, com 3.000 a 4.000 ébitos (GARCIA 2001).

O uso de equipamentos de protegio individual, adequados ao agricultor, pode
reduzir em até 100% a exposi¢cdo (BONSAL 1985). Porém, o uso desses equipamentos,
muitas vezes € precério ou inexistente, devido a questdes econdmicas, e/ou culturais, a
desinformagdo quanto ao risco e também pelo desconforto causado aos trabalhadores.

MOREIRA e col. (2002) avaliaram o impacto do uso de agrotdxicos sobre a
saide humana em uma comunidade agricola da regifio da Microbacia do Cérrego de Sdo
Lourengo, Nova Friburgo, Rio de Janeiro. Nessa regifio o consumo de agrotoxico foi

estimado em S56kg/trabalhador/ano. Na regifio Sudeste do Brasil o consumo de



agrotéxico esta estimado em 12 kg/trabalhador/ano. Elevados niveis de contaminagéo
humana e ambiental foram encontrados nesta regifo, como decorréncia do uso extensivo
desses agentes quimicos. Os autores propdem uma abordagem integrada para avaliagéio
de toda a dimenséo do problema.

O uso generalizado e intensivo de agrotéxicos poder ocasionar a resisténcia de
espécies combatidas as substincias empregadas e danos em espécies ndo visadas. O
desequilibrio ecolégico pode agravar o surgimento e proliferagdo de pragas e doengas e,
conseqiientemente, aumentar a necessidade de uso de agrotéxicos (GARCIA 2001).

As Boas Praticas Agricolas devem ser seguidas na aplica¢io do agrotdxico no
campo. Elas incluem a concentragio do produto, o niimero de aplicagdes, o tempo de
caréncia ou intervalo de seguranga, isto é, o prazo entre a data da ultima aplicagido do
agrotoxico e a data da colheita, entre outras, ou seja, o uso do agrotéxico de acordo com

as recomendagdes do fabricante do produto.

1.2. Ditiocarbamatos

Ditiocarbamatos sfo compostos derivados do &cido ditiocarbdmico. S#o
caracterizados por monoaminas secundirias que reagem com dissulfeto de carbono,
dando dialquil diticcarbamatos. A reagdio com diaminas forma grupos ditiocarbamatos:
os dimetilditiocarbamatos (DMDC), como ferbam, ziram e tiram, e os
etilenobisditiocarbamatos (EBDC), como mancozebe, manebe, zinebe e metiram. Todos
ditiocarbamatos citados, com excegfio do tiram, s3o derivados organometilicos (WHO
1988). Ainda hd o monometildimetilcarbamato: metam s6dio, e o
propilenobisditiocarbamato: propinebe.

Os ditiocarbamatos sdo produzidos através da reacdio de dissulfeto de carbono
(CS;) com uma amina em condigles alcalinas, podendo ocorrer, em seguida, oxidagio
para formar dissulfetos (por exemplo: tiram) ou precipitagio, como um sal de metal
pesado de composi¢fio quimica definida (por exemplo: ziram) ou como sal de metal
pesado de natureza polimérica e definigio incompleta (por exemplo: mancozebe).

Os ditiocarbamatos sfo usados hd décadas como fungicidas na agricultura e

também no cultivo de plantas ornamentais, de grama e no tratamento do solo. Na



industria sdo usados como antimicrobianos em sistemas de refrigeragio de dgua (torres e
lavadores de gases), em maquinario de perfura¢io de petrdleo e em moinhos de polpa,
papel e aglicar, como aceleradores da vulcanizagio e antioxidantes na produgdo da
borracha, como quelantes de metais no tratamento de efluentes e na medicina humana,

por exemplo, em caso de intoxicagéo por niquel (WHO 1988).

Os ditiocarbamatos podem ser absorvidos pelo organismo através da pele, das

mucosas e do trato respiratério e gastrointestinal.

A absor¢iio do ferbam pela via oral, em ratos, oscila de 40 a 70% da dose

administrada. Apés a absor¢do o composto € biotransformado com formacfo de CO»,

que ¢ excretado pela via pulmonar, e dimetilamina e dimetilditiocarbamato que sdo

excretados na urina sob a forma conjugada (LARINI 1999).

1.2.1. Dimetilditiocarbamatos (DMDC)

Na Tabela 3 encontram-se algumas caracteristicas fisico-quimicas dos

dimetilditiocarbamatos.
Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas dos dimetilditiocarbamatos.
Ditiocar | Nome quimico Férmula estruturai Massa molecular/
bamato Solubilidade
Ziram Dimetilditio- //S -Massa molecuiar: 305,81
Zn ~-Solubilidade: em 4gua a
carbamato de [(CH)2—-N- ? I, 25°C: 65mg/L; relativa-
Zinco S - mente solivel em benzeno
e acetona; bastante solavel
em cloroférmio e sulfeto
de carbono.
Ferbam | Dimetilditio- ~-Massa molecular: 416,51
S aqa . Fa
carbamato o -S(:lublhdade. c-m dguaa
_ 25°C: 130mg/L; solhavel
. {(CHy);-N-C ] .-
férrico) \ 3 em acetona e cloroférmio.
S-
Tiram Bissulfeto de _ -Massa molecular: 240,44
CH " ege . r
tetrametiltiouram 2 \ L, Sglubxhdade..em agua a
N-C— § ~C—N 25°C: 30mg/L; pouco
/ I i\ soltivel em etanol, éter
H,C S S CH; | etilico e acetona.

Fonte: WHO 1988; LARINI 1999; TOMLIN 1995.




1.2.2. Etilenobisditiocarbamatos (EBDC)

Na Tabela 4 encontram-se algumas caracteristicas fisico-quimicas dos

etilenobisditiocarbamatos.

Tabela 4- Caracteristicas fisico-quimicas dos etilenobisditiocarbamatos.

Nome Nome quimico | Formula estrutural Massa molecular/
comum Solubilidade
Mancozebe | Etilenobis- S -Massa molecular:
H P
. varidvel;
ditiocarbamato CH,—-NH-C-8 \ _Solubilidade: em
de manganés e [ Mn], Zn, dgua: 6-20mg/L;
Zinco / insohivel em
CH,-NH-C-8§ solventes orgénicos
(complexo 'é
polimérico)
Manebe Etilenobis- -Massa molecular:
diti S 265,29;
itiocarbamato 1] Solubilidade:
CH,_NH-C—S§ -Solubilidade: em
de manganés \ dgua: insohivel;
| Mn insolavel em
/ solventes
CH,—NH - ‘13' -8 orgénicos.
S
Metiram Complexo de -Massa molecular:
amonia com > y varidvel,
1" i _ e .
- [(-S.C.NH.CH,CH,.NH.C.S-)*Zn(NH3);2']; ,SOhfb.lhd?c,le' o
ZImeoe € [ (-S.C.NH.CH,CH,.NH.C.S-) e | 88Uas mnsotuvel.
polietileno ‘S' é‘
tiouram
dissulfeto
Zinebe Etilenobis- S Massa molecular:
. 1 275,73;
ditiocarbamato CH,-NH-C-8 Solubilidade: em
\ :
de zinco : 7n 4gua: 10 mg/L;
/ solivel em
CH,—NH-C-§ cloroférmio.
n
S

Fonte: WHO, 1988; LARINI 1999; TOMLIN 1995,




Etilenobisditiocarbamatos EBDC sfio sais orginicos de manganés, zinco, ou
zinco e sodio. S3o insoliveis em 4gua e em solventes orgénicos. (MESTRES e
MESTRES 1991). Podem formar polimeros (por exemplo mancozebe), especialmente na
presenca de alguns ions metalicos. Sfo fungicidas sistémicos usados no mundo todo ha
varias décadas. Possuem um amplo espectro de agiio no controle de moléstias que
atacam diversos cultivos, tais como cereais, frutas e legumes.

Na América Latina, mais de 50% de todos os fungicidas utilizados sdo do grupo
dos EBDC e, no Brasil, o volume de fungicidas EBDC supera os 40% do total utilizado
no pais, representando o principal produto contra fungos.

1.2.3. Outros ditiocarbamatos

Ainda ha o metam sddio que é um monometildimetilcarbamato e o propinebe. O
propinebe & insolivel em Agua e em solventes nfio polares. E metabolizado para
propilenotiouréia (PTU) e nfo para etilenotiouréia (ETU).

Na Tabela 5 encontram-se algumas caracteristicas fisico-quimicas do metam

sédio e do propinebe.

Tabela 5- Caracteristicas fisico-quimicas do metam sédio e do propinebe.

Ditiocarbamato Foérmula estrutural Massa molecular/
(grupo quimico) Solubilidade
-Massa molecular: 129,18;
| B
Metam sédio \
(Monometildimetil | g - ﬁ -8 ] Na* -Solubilidade: em d4gua a
carbamato) S 20°C: 722 mg/L.
Propinebe -Massa molecular: 289,90;
S S
(Alquilenobisditio I I
carbamato) [=5-C- NHCHZ(I:H “NH-C=8~Zn-1: | golubilidade: em 4gua a
CH, 25°C: insolivel.

Fonte: WHO, 1988; LARINI 1999; TOMLIN 1995,




1.3. Degradacio dos etilenobisditiocarbamatos (EBDC)

Etilenobisditiocarbamatos geralmente sfo instiveis em meio alcalino ou acido,
na presenga de oxigénio, bem como em sistemas bioldgicos, € decomplem-se
rapidamente em agua. O mancozebe tem uma meia vida inferior a 1 dia em agua estéril.
Em meio alcalino ou 4cido, decomp@em-se para dissulfeto de carbono ou sulfeto de
hidrogénio. A decomposigiio para sulfeto de hidrogénio depende da presenca do grupo
N-H. A liberagdo do dissulfeto de carbono depende da natureza quimica do meio da
hidrolise. A quantidade de CS; formado € pequena em acido acético, e préxima de 100%
em 4cido sulfiirico. Produtos secundérios sfo formados através da degradacéio oxidativa
dos EBDC (WHO 1988).

A degradacio dos EBDC pode ocorrer durante a manufatura ou o
armazenamento do produto formulado, na cultura ap6s o tratamento e, principalmente,
durante o processamento do alimento. Durante estocagem, processamento e cozimento a
quantidade do produto principal (EBDC) decresce enquanto que a quantidade de ETU
aumenta. Menos de 0,1 % de ETU pode ser formado durante a manufatura de EBDC.
Sua degradagio durante a estocagem depende do tempo, da umidade e da temperatura
(MESTRES e MESTRES 1991). Em amostras fortificadas com mancozebe e cozidas na
temperatura 92-97° C por 25minutos houve um aumento de ETU de 45,6% em
beringela, 20% em espinafre ¢ 34% em magd (KUMAR e AGARWAL 1991).

A mobilidade de EBDC no solo varia consideravelmente, dependendo da
solubilidade de cada EBDC em agua e o tipo de solo. Segundo LYMAN e LANCOSTE
(1974) citado por ARAUJO (1998 p. 9), a meia-vida em solo de mancozebe na
concentracio de 20 mg/kg foi de 50 dias, a de 10mg/kg foi de 90 dias.

CALUMPANG e col (1993), com o objetivo de avaliar o potencial de
contaminagdo de lencdis fredticos, estudaram o deslocamento de mancozebe e de seus
produtos de degradagédo no solo. Concluiram que o mancozebe, se aplicado dentro das
Boas Praticas Agricolas (BPA), ndo contamina 4guas subterrdneas com residuos
remanescentes de mancozebe ou de ETU. Porém, o comportamento observado, depende

das condigdes do solo, que apresenta rapida degradagiio em condigSes tropicais.
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Os EBDC podem ‘ser absorvidos pelo organismo através da pele, das mucosas ¢
do trato respiratério e gastrointestinal (WHO 1988).

A decomposi¢io metabélica dos EBDC ¢ complexa e resulta na formacio de
dissulfeto de carbono (CS,), sulfeto de hidrogénio (H3S), etileno diamina (EDA), etileno
bistiouram dissulfeto (DIDT), etileno diisocianato (EDI), etilenotiouréia (ETU),
etilenotiouréia (EU) e 2-imidazole (SEIDLER ¢ col. 1970; LYMAN 1971 apud WHO
1988), conforme Figura 1 (WHO 1988).

S

il
CH;—NH —C S+
] metal

CH,—NH —C—§~
co, cs, : I
s
EBDC
cu,—-uu,
CH,—NHZ - /fo
EDA

CH!—NH —c -3
|

CH,—NH _ﬁ -5
s \ CH,~NH=C=S§
ETD, i |

. | CS;, CH—NH=C=$§
CH,— N< 1|, HS EDI (Instavel)
CH~N ! c—s
L cn SN
e DIDT _
2 - imidazolina i
calor {
cHz_NH ~ ."'
| C=0 v ¥
CH,—NH ~
CH, —NH
EYU \ I C =S
CH, —NH ~

Figura 1 — Decomposi¢io de EBDC e ETU por via metabdlica.
Fonte: WHO 1988.
Os ditiocarbamatos ¢ seus produtos de metabolizagfio foram encontrados em
certos drgdos, como figado, rins, e, especialmente, na glandula tiredide.
Estudos em animais demonstram que o manebe, quando administrado no trato

gastrointestinal, é em grande parte excretado pelas fezes (cerca de 93%) e em menor
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proporgdo pela urina (cerca de 7%). Os seus principais produtos de biotransformagéo
sdo: ETU, EBIS (5,6-didro 3 H-imidazol (2,1-C)- 1,2,4- ditiazol — 3 tiona) e DOT (4, 5=
didro — 1,3,6 — oxadiazepina — 2 — tiona) (LARINI 1999).

Em ratos, somente de 11% a 17% de uma dose oral de zinebe € absorvida pelo
trato gastrointestinal. De 68% a 75% do composto, quando administrado através da
dieta, é excretado nas fezes de ratos (LARINI, 1999).

Durante a exposi¢cdo ocupacional, tanto os EBDC como a ETU podem ser
absorvidos pelos pulmdes, trato gastrointestinal e pele.

Em individuos expostos aos fungicidas EBDC, a excregéo de ETU na urina é alta

nas primeiras 60 horas, decrescendo progressivamente até trés semanas (LARINI 1999).

1.4 Etilenotiouréia (ETU)

Etilenotiouréia ou 2-imidazoledinone (ETU) € uma substincia formada pela
degradagiio e/ou biotransformagio dos EBDC, soliivel em 4gua, em etanol e em metanol,
razoazelmente estavel em agua. Residuos de ETU s@io encontrados em plantas e no
ambiente, seguido do uso na agricultura de EBDC, ou em animais e no ser humano
quando expostos a esses produtos. Pode ser encontrada como contaminante ou

metabolito em mamiferos, plantas ¢ organismos inferiores.

1.4.1 Absorcéo, distribuicio e produtos de degradaciio e/ou transformacgio
de ETU em sistemas bioldgicos e ndo biolégicos.
e Solo, agua, ar.

ETU é fracamente adsorvida em solo, altamente mével em solo imido e imével
em solo seco. Em solos biologicamente ativos ¢ oxidada para diéxido de carbono e
quatro outros produtos de degradagfio, dos quais foram idendificados dois: a hidantoina e
a “base de Jaffe”. Sua degradacéio para dioxido de carbono em solo nio estéril foi
relatada por LYMAN e LANCOSTE (1974) citado por ARAUJO (1998 p. 9).

Um estudo de laboratério sobre fotélise e hidrélise de ETU, realizado por
CRUISKSHANK E JARROW (1973), demonstrou que a irradiagdo ultravioleta produz
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etilenouréia como principal produto. ETU parece ser estavel a hidrélise com variagio de
pH de 5,0 a 9,0 na temperatura de 90°C.

De acordo com ROSS e GROSBY (1973), a ETU parece ser estavel a luz solar
em solucdo aquosa (0,5-50ppm), mas € rapidamente fotooxidada em presenga de
oxigénio dissolvido e acetona ou riboflavina. Eles concluem que fotosensibilizadores
naturais podem representar uma importante parcela na transformacéo de ETU no meio
ambiente.

A ETU é razoavelmente persistente no meio ambiente, tendo sido encontrada em
dgua de poco apods seis meses da ultima aplicagdo de mancozebe (NEIL ¢ WILLIAMS
1990).

Trabalhos de alguns paises tém demonstrado uma preocupagio com a
possibilidade de ocorréncia de ETU em agua subterrdnea, em rios, dgua de consumo
humano, principalmente em éreas agricolas onde os EBDC sdo utilizados, devido a
relativa estabilidade e alta polaridade da ETU. (HOGENDOORN e col. 1991; VAN
DER POLL e col. 1993).

JOHANNESEN e col. (1996) estudaram a degradagfio de etilenotiourdia com C™
em superficie e subsuperficie de solo. A degradagdo de 0,07 mg/kg de ETU marcada
com C" foi determinada na superficie e subsuperficie de solo de arcia grossa. A
mineraliza¢do de ETU na superficie do solo foi rapida, mas houve lenta degradacfo de
ETU na subsuperficie, o que implica em maior risco de contaminagdo das aguas

subterrdneas. A ETU pode também ser lixiviada da superficie para dguas de rios e lagos.

¢ Sistemas biologicos

ETU € uma substincia razoavelmente estdvel em relagfo a reagdes hidroliticas,
mas ¢ facilmente oxidada para etilenourédia (EU). A oxidagio para EU ocorre
primordialmente em sistemas bioldgicos e através de reagfio fotolitica, especialmente na
presenga de fotosensibilizadores. Apds irradiagio ultravioleta de ETU em silica gel,
CRUICKSHANK e JARROW (1973) enconiraram nove produtos de reagdes
secunddrias. 2-imidazolidinona foi identificado como o principal produto de degradagéo
e, em menores quantidades, 3-(2- imidazolin- 2 il)-2-imidazolidinetiona (“base de
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Jaffe’). ROSS e CROSBY, 1973 relataram outros produtos de reacéo secundaria de
fotooxidagdo de ETU, como 2-imidazoline e glicina (WHO 1988).

Etilenouréia (EU) é considerada mais estdvel que ETU ¢ pode ser considerada
como o maior produto de degradagio de ETU. Pode também ser oxidada
fotoquimicamente, na presenca de catalisador, resultando glicina e diéxido de carbono,
ou microbiologicamente em solo.

Em mamiferos, em plantas e no ambiente em geral os produtos de degradagfio de
ETU sdo: etilenodiamina (EDA), uréia, dioéxido de carbono, 4cido oxdlico, ou derivados
imidazéis.

Estudos com administragio de mancozebe em animais de experimentagdo
revelaram que a maior parte da dose ingerida ¢ eliminada inalterada pelas fezes e 15,5%
¢ biotransformada e eliminada na urina na forma de ETU e N-acetilenodiamina. Em
virtude da biotransforma¢io dos EBDC no organismo, a ETU urindria tem sido
mencionada como indicador da exposi¢@o de seres humanos a essa classe de fungicidas
(KURTTIO e col. 1990; CANOSSA ¢ col. 1993).

Em mamiferos, ETU ¢ rapidamente absorvida, metabolizada e excretada, sendo
que mais de 90% ¢ eliminada via urina e somente uma pequena quantidade via fezes.
Sua distribui¢dio é bastante uniforme, com exceg@o da relativa acumulago na tiride
(WHO 1988). ETU é absorvida pelas raizes das plantas, € translocada ¢ metabolizada,
formando etilenouréia (EU), derivados: imadazole, diisocianatos, diaminas, dissulfetos e
outros metabdlitos ainda nfio conhecidos. ETU ¢ rapidamente fotooxidada para EU na
presenca de fotosensibilizadores, como acetona, riboflavina.

O figado e a tiredide sdo locais de acimulo de ETU no organismo (NEBBIA ¢
col. 1991).  Microorganismos rapidamente formam ETU a partir de etileno
bistiouram dissulfeto (DIDT), um produto de decomposi¢iio espontidnea dos EBDC.
Essa conversdio também pode ser feita ap6s adigfio de certos compostos de redugéo como
cisteina, glutationa ou 4cido ascérbico. Consiste na redugfio da ligagdo S-S do DIDT,
com a subsequente ligagiio com o dissulfeto de carbono para formar ETU (WHO 1988).

A Figura 2 apresenta produtos de produtos de rea¢des de ETU em animais, nas

plantas e no solo.
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Obs: a= fotodecomposicdo; b= oxidag#io quimica; ¢= plantas; d= animais; e=solo
Fonte: WHO 1988, com modificacio.

Figura 2 - Produtos de reagdes de ETU em sistemas biolégicos ¢ nio bioldgicos.
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1.5 Toxicidade dos ditiocarbamatos
1.5.1 Parimetros relativos a classificacfio toxicolégica

Do ponto de vista toxicologico os agrotéxicos podem ser mais ou menos t6xicos
ao ser humano, existindo um estudo de avaliagio de risco para cada principio ativo,
realizada no dmbito internacional pela FAO/OMS e por alguns paises.

No Brasil, os agrotdxicos, produtos formulados ou substincias, podem ser
classificados nas classes toxicolégicas de I a IV, respectivamente, para produtos
extremamanente, altamente, moderadamente e pouco téxicos, definida principaimente
pela Dose Letal-DLsq dos predutos e outros indicadores relacionados a danos na cornea,
lesdes na pele e Concentracfio Letal Inalatoria (CLsg) para ratos, sendo que o dado mais
agravante ¢ utilizado para classificar o produto (MINISTERIO DA SAUDE 1992).

Observa-se que houve um aumento da quantidade de formulagdes de agrotéxicos
das classes toxicol6gicas menos téxicas, comparando os dados de produtos em linha de
comercializa¢do de 2002 com os de 1992, sendo que, de acordo com a Tabela 6, as
formulac¢des da classe toxicoldgica IV (pouco toxicos) foram as que mais aumentaram

(173,1%) no periodo.

Tabela 6 — Distribuicio da quantidade de formulacdes de agrotéxicos em linha de

comercializacio nos anos de 1992 e 2002 e as respectivas variacoes.

Agrotoxicos Quantidade de formulag¢des|Variaciio no periodo

comercializadas

(percentual relafivo ao

total)

1992 2002 Quantidade |Percentagem

Classe I 101 (20,8)] 121 (16,9%) 20 19,8
Classe 11 175 (36%)| 196 (27,5%) 21 12,0
Classe III 143 (29,4%){ 214 (30,0%) 71 49,6
Classe IV 67 (13,8%)| 183 (25,6%) 116 173,1
Total 486 (100%) 714 (100%) 228 46,9

Fonte: SINDAG (2003), com modificagéo.
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O mancozebe e 0 manebe sdo classificados na classe toxicolégica III como
moderadamente toxicos.

Através de estudos com animas de experimentagfio, informac¢des obtidas com
humanos e o peso das evidéncias de carcinogenicidade humana e animal, as substincias
sdo categorizadas em relagdo a carcinogenicidade como: de evidéncia suficiente,
limitada, inadequada, sem informagéo e negativa.

Os resultados positivos nos testes de genotoxicidade in vitro sfio Gteis como
evidéncia de carcinogenicidade. Se uma substincia induz cincer em animais, existe uma
probabilidade grande de induzir cdncer no ser humano, quando os processos basicos que
regulam o crescimento e a diferenciagdo celular dos animais sdo similares aos dos
humanos e os padrdes toxicocinéticos sdo semelhantes.

Em relagiio a carcinogenicidade, ETU fo1 classificada pela IARC, em 1982, no
grupo 2B, isto é, como de evidéncia suficiente para animais e evidéncia inadequada para
seres humanos (WHO1988).

A classificacdio dos agrotdxicos quanto ao potencial de periculosidade ambiental
baseia-se em pardmetros de bioacumulacdo, persisténcia, transporte, toxicidade em
diversos organismos, potencial mutagénico, teratogénico, carcinogénico. Cada produto
pode ser classificado de I a IV: altamente perigoso, muito perigoso, perigoso ou pouco
perigoso, respectivamente. O mancozebe ¢ da classe II, portanto, considerado como

produto muito perigoso.

1.5.2 Efeitos téxicos dos ditiocarbamatos sobre a saiide humana

O contato regular com os ditiocarbamatos pode causar alteragSes funcionais nos
sistemas nervoso e hepatico. A exposi¢do dérmica pode induzir 4 dermatite de contato e
alguns desses compostos podem causar sensibilizagdo. As intoxicagbes ocorrem
freqlientemente em casos de exposi¢io desses compostos pelas vias oral e respiratéria
(WHO 1988).

Os ditiocarbamatos apresentam como formas de agfio toxica: geragdo de CS,,
quelagdo fisiolégica de ions importantes como o cobre, sendo que apenas os

etilenobisditiocarbamatos sofrem biotransformagéo para ETU.
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A capacidade de gerar CS; ¢ importante devido ao fato de CS; ter demonstrado
causar neuropatias (SCHAUMBURG e BERGER 1992), podendo ser o agente
responsavel deste efeito em exposi¢des a alguns ditiocarbamatos. Estudos in vivo
demonstram que os dimetilcarbamatos (ziram, ferbam e tiram) podem gerar CS,, além
do EBDC (zinebe). Porém, estudos indicam que CS; néio € o unico agente responsdvel
por produzir neuropatias. O Na-DMDC e o ferbam, embora metabolizados 4 CS; ndo
produzem neuropatias (EPA 2001).

Alguns dos efeitos observados em estudos crfnicos e subcrdnicos em ratos e
camundongos com ditiocarbamatos sfo: neuropatias (mancozebe, manebe, metiram,
ziram, tiram ¢ metam sodio), efeitos na tiredide (mancozebe, manebe, ziram e ferbam),
efeitos sobre o sistema nervoso central (mancozebe, manebe, tiram e ferbam) e inibicéo

da colinesterase (ziram e metam sddio) (EPA 2001).

1.5.3 Efeitos toxicos dos ditiocarbamatos sobre o meio ambiente

Microorganismos do solo sdo capazes de metabolizar ditiocarbamatos. Os
produtos formados podem afetar atividades enzimdticas e nitrificagdo em niveis da
ordem de 10 mg/kg ou mais em solo seco (WHO 1988). Os ditiocarbamatos nfio sdo
considerados fitotoxicos € em geral a sua toxicidade para mamiferos é relativamente
baixa. As doses letais calculadas para animais sfo consideradas altas. As DLsp para rato
séo 1.400, 4.600, > 5.200 e > 8.000 mg/kg, para ziram, manebe, zinebe € mancozebe,
respectivamente (WHO 1988; MESTRES e MESTRES 1991).

Ensaios de toxicidade em animais de experimentagfo fornecem dados dos niveis
onde sfio ou nfo observados efeitos criticos e fornecem subsidios para extrapolagéo de
doses de referéncias para seres humanos.

A Ingestdio Diaria Aceitivel (IDA) ¢ a quantidade maxima que ingerida
diariamente, durante toda a vida, parece nfo oferecer risco apreciavel a satde, a luz dos
conhecimentos atuais. E expressa em mg do agrotdxico por kg de peso corpéreo (mg/kg
p.c.) (MINISTERIO DA SAUDE 2003).
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1.6 Efeitos téxicos dos EBDC e de etilenotiouréia sobre a saide humana e o
ambiente

Existem diversos trabalhos na literatura sobre os possiveis efeitos téxicos de
ETU, porém ainda ha polémica em torno do assunto,

Comprovadamente, a ETU tem a capacidade de induzir tumor na tirdide de
roedores € no figado de camundongo (ELIA e col. 1995; TRIVERDI e col. 1993;
YOSHIDA € col. 1993 1994).

A mudancga dos niveis de hormdnios da tiréide em roedores, induzida pela ETU €
tipica de agentes goitrogénicos, onde através da administragio crénica, € interrompida a
axis pituitaria-tiredide, inibindo a peroxidase tiredidica, com conseqiiente diminuigio na
circulagdo dos niveis de hormdnio da tiredide € um aumento compensatério de secregdo
pela pituitéria do horménio estimulador da tiredide (TSH) (ELIA e col. 1995). Contudo,
através de condi¢des de deficiéncia cronica e falha no mecanismo para restabelecimento
do balango hormonal, as duas gléndulas continuam a responder aos seus respectivos
sinais ¢ entram em estado de hipertrofia e hiperplasia. A pituitaria continua a secretar
TSH e a tiredide ndo pode enviar sinal de TSH interrompido por causa de sua
incapacidade de secretar o TH. Eventualmente, dessa interagdo resulta o desequilibrio
hormonal que pode induzir 4 neoplasia de células foliculares na glandula tiredide e
freqiientemente, neoplasia da glandula pituitaria (VETORAZZI e col. 1995).

Em relagio a carcinogenicidade, ETU apresenta evidéncia suficiente para
carcinogenicidade em animais e evidéncia inadequada para carcinogenicidade em seres
humanos (WHO 1988).

Segundo IARC (1987), JMPR-FAO/WHO (1994), a ETU ¢ um agente nfo
genotéxico para mamiferos. ELIA e col. (1995), ao estudarem os possiveis efeitos
mutagénicos da ETU, ndo observaram efeito genotéxico em mamiferos, o que sugere
que a ETU induz tumor hepético em camundongo por um mecanismo n3o-genotoxico.

Porém, o papel da ETU na indugdo do tumor de figado permanece nio elucidado.
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1.6.1 Estudos relacionados a toxicidade de EBDC e etilenotiouréia
o Estudos de toxicidade dos EBDC ¢ ETU em mamiferos.
O zinebe ¢é considerado como responsavel pelo aparecimento de hiperplasia de
tiredide em cdes, de tumores pulmonartes, sarcomas no reticulo endotelial ¢ anomalias
congénitas em ratos e camundongos. Provoca leucopenia, danos no figado e nas

gonadas, em animais de laboratorio. (LARINI 1999).
No ser humano, a exposi¢do prolongada ao manebe, provoca um quadro de

insuficiéncia renal aguda (LARINI 1999).
A Tabela 7 apresenta alguns estudos de toxicidade dos EBDC em mamiferos.
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Tabela 7 — Alguns estndos de toxicidade dos EBDC ¢ ETU em mamiferos.

Composto |Animal Efeito Critico Dose (mg/kg/dia) Autor, ano
Mancozebe |Rato (2 anos) Alteracdio dos hormonios da [NOAEL: 4,8 FAO/WHO 1993 apud VETORAZZ1 ¢
tiredide, aumento de peso col. 1995 p. 326
Manebe Macaco (6 meses) Aumento peso da tiredide  [NOEL*: 5 ROHM AND HASS C0,1977;MANEB
TASK FORCE, 1986 apud EPA 2003.
Zinebe Rato (2anos) Hiperplasia da tireéide NOEL¥*: nenhum BLACKWELL-SMITH E COL., 1953
LOAEL*** 25 apud EPA 2003.
ETU Rato (anos) Hiperplasia da tire6ide NOAEL**: nenhum |GRAHAN e col., 1975 apud
LOAEL***: 0,25 MESTRES e MESTRES, 1991.
ETU Camundongo (3 Aumento de peso da tiredide |5 mg/kg/dia O’ HARA, 1985 apud MESTRES e
meses) e figado) MESTRES, 1991.
ETU Rato(3meses) Alteragdo dos hormdnios da [NOAEL**: 6 GOLDMAN, 1986 apud MESTRES ¢
tiredide MESTRES, 1991.

* NOEL- Nivel no qual nfio se observa nenhum efeito - nivel de exposi¢do onde nilo existe estatisticamente ou biologicamente aumento significante na
frequéncia ou severidade de efeito entre a populaglo exposta e seu controle apropriado ;**NOAEL — Maior nivel no qual ndo se observa nenhum efeito
adverso - o nivel mais alto de exposi¢io onde nfio existe estatisticamente ou biologicamente aumento significante na frequéncia ou severidade do efeito
adverso entre a populagio exposta e seu controle apropriado; alguns efeitos podem ser produzidos neste nivel, mas nfo sfio considerados adversos nem
precursores de efeitos adversos; ***LOAEL — Menor nivel no qual nfio se observa nenhum efeito adverso - o nivel mais baixo de exposi¢io onde n#o
existe estatisticamente ou biologicamente aumento significante na frequéncia ou severidade do efeito adverso entre a populagfio exposta e seu controle
apropriado.

Fonte: EPA (2003)
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AMARAL e col. (1985) estudaram os efeitos da ETU e da etilenouréia (EU)
sobre os niveis de lipoperoxidagdo hepatica em ratos e concluiram que a etilenotiouréia
exerce um efeito protetor contra a peroxfdage‘io de lipidios hepdticos, medido pela
producdo de malonildialdeido, enquanto que a EU n#o altera a peroxidagéo de lipidios
em figado.

¢ Estudos de toxicidade de EBDC e ETU e EU em organismos aquaticos

Estudos de toxicidade de ditiocarbamatos e seus metabdlitos, incluindo ETU, em
peixe (Poecilia reticulata), crusticeo (Daphnia magna), algas (Chlorela pyrenoidosa,
Phytobacterium phosphoreum), ¢ duas bactérias nitrificantes (Nitrosomonas e
Nitrobacter) foram realizados por VAN LEEUWEN (1985a, 1985b) apud WHO (1988).

Os resultados para os compostos de interesse neste trabalho encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Estudos de toxicidade de etilenobisditiocarbamatos (mancozebe, manebe

e zinebe) ¢ dos produtos de degragio ETU e EU em peixe, crusticeo, algas e

bactérias.
Composto Peixe crustiaceo Algas bactérias
Poecilia | Daphnia Chorella Phytobacterium | Nitrosomonas
reticulata | magna | pyremoidosa | phosphoreum e Nitrobacter
CLsp - CLso - CEs— CEsy- CMI -
96h 48h 96h 15min. 3h (mg/L)
mgl) | (mgL) | (mgl) (mg/L)
Mancozebe 2,6 1,3 1,1 0,08 32
Manebe 3,7 1,0 3,2 1,2 56
Zinebe 7,2 0,97 1,8 6,2 18
ETU 7.500 26,4 6.600 2.100 1
EU 13.000 5.600 16.000 3.300 1.000

Fonte: VAN LEEUWEN (1585a , 1985b); WHO (1988), com modificagio.
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A toxicidade aguda de EBDC ¢ alta para algumas espécies, conforme pode ser
observado na Tabela 8. Etilenotiouréia e etilenouréia ndo s&io consideradas téxicas para
peixes.

Os resultados de estudos de toxicidade por via oral com mancozebe revelaram
que patos selvagens e marrecos japoneses apresentaram DLs, superiores a 6.400 e 3.200
mg/kg, respectivamente. A concentracio letal (CLso) avaliada por 48 horas em peixes
variou de 4,0 a 9,0 mg/L, dependendo da espécie estudada. Em abelhas, a CLso (48h) foi
de 0,193 mg/abelha (TOMLIN 1995).

1.6.2 Estudos relacionados com a exposicio humana a EBDC e/ou 3 ETU
APREA ¢ col. (1996) compararam os valores de referéncia de etilenotiouréia
urindria da populagio geral (167 pessoas) de quatro regides da Itdlia (Veneto,
Lombardia, Piemonte e Trentino Alto Adige) com a populacio (97 pessoas) de
Rovescala, cidade produtora de vinho a alguns quilémetros de Pavia, onde os EBDC sdo
pulverizados por helicoptero. Foi encontrado ETU acima do limite de tolerdncia (1,0
pg/L) em 24% da populaggio geral das quatro regides da Italia e em 37% da populagdo
de Rovescala Os valores de ETU encontrados variaram de 0,8 a 8,3 pg/l., para a
populacio geral das 4 regides, ¢ de 0,9 a 61,4ug/l. para a populagdo de Rovescala.
Houve uma variagio estatisticamente significante dos niveis de ETU urindria de
fumantes e de consumidores de vinho.
APREA e col. (1997) monitoraram a excre¢#io urinaria de ETU durante oito dias
em um grupo de cinco voluntarios, do sexo masculino e nfo fumantes, submetidos a
uma dieta com alimentos também analisados para determinagio de ETU e
ditiocarbamatos (como CS,). Os resultados das concentra¢Ses de ETU nos alimentos
ingeridos pelos voluntarios foram geralmente inferiores ao limite de detecgfio enquanto
que no vinho foi de 8,8 ug/L. Os niveis de CS; em amostras de consumo didrio alimentar
variaram de 0,03 a 0,17 mg/kg. A média de consumo didrio de ETU no vinho fot 3,5 +
0,2 ng/kg e o aceitavel (IDA) seria 0,070 pg/kg peso corpdreo. Durante oito dias de
estudo, uma média de 48,3% de ETU ingerida no vinho foi excretada inalterada pelos
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rins. A correlacdo entre a excregéio urindria de ETU em 24 horas e a ingestio didria de
ETU foi (r=0,768) e com os niveis de CS; encontrados nos alimentos foi de (r=0,414).
Sdo descritos alguns casos de altera¢des tempordrias no sistema nervoso central,

diarréia e dano agudo renal em trabalbadores expostos a ETU (KURTTIO e col. 1990).

1.6.3 Estudos de revisido sobre EBDC e ETU

Segundo revisfo iniciada pela EPA em 1987, a exposigio 4 ETU, pelo uso de
EBDC como agrotdxico, incluia riscos oncogénicos para humanos, através da exposigfio
pela dieta e, risco de efeitos na tiredide e efeitos teratogénicos para misturadores e
aplicadores desses produtos (MAFF 1990).

DEARFIELD (1994), em trabalho de revisdo sobre a genotoxidade da ETU,
concluiu, que é uma substincia fracamente genotdxica, porém, sugeriu novos estudos
para a elucidagéio deste seu potencial.

GRISOLIA (1995) fez uma revisdo sobre os aspectos da genotoxicidade,
carcinogenicidade ¢ teratogenicidade dos EBDC e da ETU. Os testes de carcinogénese
experimental em roedores apresentaram resultados positivos para a tiredide e,
epidemiologicamente, os dados ainda sfio inconclusivos. Tanto os fungicidas EBDC
como a ETU apresentam resultados positivos de teratogénese em roedores. Quanto a
mutagenicidade observou uma série de resultados positivos e alguns negativos em
sistemas bioldgicos.

VETORAZZI e col. (1995) realizaram uma revisio e atualizagio dos
ditiocarbamatos através de um histérico narrativo dos varios processos de avaliagéio de
ferbam, mancozebe, manebe, metiram, nabam, propinebe, tiram, zinebe, ziram, e de
etilenotiouréia e propilenotiouréia, realizados pelo Joint FAO/WHO Meeting on
Pesticide Residues (JMPR). Relataram que desde 1977, as avaliagdes toxicologicas dos
EBDC tém sido baseadas na toxicidade da etilenotiouréia. A evidéncia experimental e
epidemioldgica dos maiores efeitos causados pela ETU, seu potencial de
teratogenicidade e carcinogenicidade, bem como sua possivel hepatoxicidade,
desempenhou um importante papel nas avaliagdes de EBDC, porque os mesmos efeitos

foram consistentemente observados em estudos com animais de experimentagéo,
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conduzidos com estes componentes, particularmente em ratos. Sdo referidos
principalmente seus efeitos na tireéide. Na época, havia um sentimento difundido de que
os efeitos, observados para cada composto individualmente, ndo eram devido ao
potencial intrinsico de toxicidade dos EBDC, mas sim pela presenca de ETU. Porém, o
estabelecimento de IDA para a classe dos EBDC ¢ dificil, porque os residuos séo, na
maioria das vezes, medidos pela evolugio de CS,, ndo podendo distingui-la das demais
classses de ditiocarbamatos que ndo se transformam em ETU. Os autores consideraram
nas avaliagdes a IDA de 0,03 mg/kg de peso corpdreo (p.c)/dia para EBDC (mancozebe,
manebe e metiram), para cada composto individualmente ou em conjunto, e de 0,007
mg/kg pc/dia para propinebe. Finalmente, foi, entfio, estabelecida uma IDA individual
para ETU baseada nos efeitos causados na tireéide (0,004 mg PC /dia) com previsdo de
alteragdo para (0,002 mg/kg p.c./dia), conforme proposto na reuniio do JMPR em
Geneva, em setembro de 1993 (VETORAZZI e col. 1995.

1.7 Residuos de agrotéxicos nos alimentos

Os produtores brasileiros muitas vezes utilizam indevidamente os pesticidas nas
culturas, ndo respeitam os pardmetros de dosagens, nimero de aplicagdes e intervalos de
caréncia que seriam agronomicamente eficazes e que poderiam resultar em niveis
residuais aceitdveis. A néio obediéncia as instru¢des do rétulo do produto ocorre muitas
vezes por receio de perda da cultura ou por total falta de informac#o, ja que grande parte
da populagfio rural tem baixa ou nenhuma escolaridade ¢ a assisténcia técnica é
ineficiente ou inexistente na maioria das regides. Estes problemas podem ser
minimizados com a conscientizagfio dos produtores em aplicarem os produtos de acordo
com a Boa Pratica Agricola, que ¢ definida pela Organizagio Mundial da Satde como “o
emprego eficaz de um agrotdxico, considerados os riscos toxicol6gicos envolvidos em
sua aplicacgo, de modo que os residuos sejam os menores possiveis e toxicologicamente
aceitaveis”.

Fatores como: clima, densidade de pragas nas diferentes culturas, técnicas de

aplicacdio e ou utilizagdo, caracteristicas fisico-quimicas de cada principio ativo:
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persisténcia, metabolismo, polaridade, sistemicidade, e condi¢des ambientais podem

influenciar na ocorréncia e nos teores de residuos.

1.7.1 Legislacdo e normas referentes ao registro e avaliacido de agrotéxicos

No Brasil, o Decreto n® 4.074, de 04 de janeiro de 2002, publicado no D.O U. em
08 de janeiro de 2002, regulamenta a Lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, atribuindo
competéncia ao Ministério da Agricultura para conceder o registro de agrotéxicos com
finalidade fitossanitéria, apés serem atendidas as diretrizes e exigéncias dos Ministérios
da Saide ¢ do Meio Ambiente, ¢ dispSe também sobre pesquisa, experimentagio,
producdio, embalagem e rotulagem, transporte, armazenamento, comercializacfo,
propaganda comercial, utiliza¢&o, importagcio, exportagdo, destino final dos residuos e
embalagens, classificacio, controle, inspecdo e fiscalizagdo de agrotdxicos, seus
componentes ¢ afins (BRASIL 2002).

A Resolugdo RDC n° 5, de 14/10/99 da ANVISA suspende a aprovagdo ¢ a
avaliagfio toxicologica para registro de novas formulagdes de produtos agrotoxicos com
a mistura de principios ativos considerados potencialmente carcinogénicos
(MINISTERIO DA SAUDE 2000)

Em relag@o aos pardmetros ambientais brasileiros, a Portaria Normativa IBAMA
n° 84, de 15 de outubro de 1996, estabelece os procedimentos para registro e institui o
Sistema Permanente da Avalia¢fio e Controle dos Agrotoxicos. Esse Sistema inclui a
classificagdo do Potencial de Periculosidade Ambiental, o estudo de conformidade
(aferigio de informagdes apresentadas para fins de registro), a avaliagio de risco
ambiental, a divulga¢do de informagdes, o monitoramento ambiental e a fiscalizagfo
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, DOS RECURSOS HIDRICOS E DA
AMAZONIA 1996).

Nos Estados Unidos, a Agéncia de Protegio Ambiental (EPA) é a responsével
pela regulamentacfio, avaliag3o e registro dos agrotoxicos. Trabalha com o conceito de
risco-beneficio, ou seja, avalia os riscos a saiide e ao ambiente pela exposi¢io ao
produto € os beneficios do seu uso para a sociedade e a economia. Por outro lado, alguns

paises da Unidio Européia, na perspectiva de harmonizar exigéncias e procedimentos
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relacionados ao registro, tém discutido diretrizes para a questdio. A base do sistema de
registro ¢ uma lista onde constam ingredientes ativos permitidos para registro pelos

paises membros, com sistemadtica revisdo dos agrotéxicos comercializados.

1.7.2 Legislacio ¢ normas referentes aos Limites Maximos de Residuos

(LMR) de agrotéxicos nos alimentos

A presenca de residuos de agrotoxicos nos alimentos preocupa o consumidor e as
autoridades de satde ja que sfo substincias toxicas € podem oferecer riscos para a saiude
humana e ambiental.

De maneira a controlar o uso adequado de agrotdxicos no campo e o nivel de
residuos desses compostos nos alimentos, érgios internacionais e nacionais estabelecem
o Limite Maximo de Residuo (LMR) para cada binémio agrotdxico/cultura, tomando
por base os estudos de campo. Nestes estudos, os produtos formulados sio aplicados
numa determinada cultura de acordo com as Boas Préticas Agricolas, e sfo determinados
os niveis de residuos remanescentes nos alimentos.

Entende-se por LMR a quantidade méxima de residuo de agrotéxico ou afim
oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicagdo adequada numa fase
especifica, desde sua producfic até o consumo, expressa em partes (em peso) do
agrotoxico, afim ou seus residuos por milhdo de partes de alimento (em peso) (ppm ou
mg/kg) (MINISTERIO DA SAUDE 2003).

No Brasil, até 01/09/2003, a Portaria n° 10 da Secretaria Nacional de Vigilancia
Sanitiria do Ministério da Saude, de 08/03/1985, e suas atualiza¢des, apresentavam as
monografias dos agrotéxicos registrados no pais e seus respectivos LMR para cada
agrotoxico/cultura. Para a classe dos EBDC estavam registrados: o mancozebe, o
manebe e o metiram os quais se encontravam em reavaliagio técnica pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (MINISTERIO DA SAUDE 1985; ANVISA 2003). A
partir de 02 de setembro de 2003 foi publicada no Diario Oficial da Unifio, a Resolugdo
RE n° 165, de 29 de agosto de 2003, da ANVISA/MS. Pela nova resolugio, os LMR dos
ditiocarbamatos sdo estabelecidos para CS, (mg/kg) em fung¢do do uso dos ingredientes



27

ativos da classe dos EBDC: mancozebe, manebe, metiram, além de outros
ditiocarbamatos como o propinebe e tiram (MINISTERIO DA SAUDE 2003).

Também, no Ambito internacional, cada pais estabelece seus LMR durante o
processo de registro do produto.

A fim de facilitar o comércio comum de produtos agricolas, organiza¢des como a
Unido Européia, o Mercosul, a Comissio do Codex Alimentarius para Residuos de
Pesticidas (CCPR) da Organizagéio das Nag8es Unidas para a Agricultura e Alimentagdo
da Organizagio Mundial da Satde (FAO/WHO), entre outras, tém buscado
harmonizagdes de alguns LMR.

A CCPR, seguindo recomenda¢des do Grupo de Peritos em Residuos de
Pesticidas (JMPR) da FAO/OMS, estabelece os LMR de acordo com as Boas Praticas
Agricolas, visa preservar a saide humana e garantir o comércio internacional de
alimentos. Para a classe de ditiocarbamatos sfio estabelecidos LMR para: mancozebe,
manebe, metiram, zinebe, propinebe, tiram, ziram, ferbam, e os valores sfio expressos
em CS; total (Tabelas 9,10,11).



Tabela 9 Limites Médximos de Residuos de ditiocarbamatos permitidos no Brasil e os

Alimentarius, nas diferentes culturas de frutas.
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estabelecidos pelo Codex

Portaria 10 da SNVS de 08/03/85 e atualizacdes pela ANVISA/MS* RE n° 165 29/08/03%* Codex Alimentarius***
Em vigor até 01/09/03 D.O.U. de 02/09/93 FAO/WHO
ANVISA/MS
atual
Ditiocarbamatos Ditiocarbamatos
Mancozebe | Manebe | Propinebe | Tiram Ziram CS; CS,

Cultura LMR LMR LMR LMR LMR LMR | Ingrediente LMR Ingrediente
(frutas) (mg/kg) | (mg/kg)} (mgkg) | (mgkg) | (mghkg)| (mgkg) | ativo (mg/kg) | ativo
Banana 1,0 1,0 1,0 | Mancozebe 2,0 | Mancozebe
Citros 0,5 1,0 7,0 2,0 | Mancozebe
Goiaba 3,0
Mac# 3,0 1,0 2,0 | Metiram e

Mancozebe
Mamiio 5,0 7,0 3,0 | Mancozebe
Manga 2,0 1,0 | Mancozebe 2,0 { Mancozebe
Melancia 1,0 0,3 | Mancozebe 1,0 | Mancozebe

¢ Manebe

Meldo 0,5 1,0 1,0 | Mancozebe
Morango* 1,0 0,2 | Metam
Péra 3,0 3,0 | Mancozebe
Péssego 3,0 2,0 | Mancozebe
Uva 3,0 2,0 5,0 3,0 | Mancozebe 5,0 | Manebe

a=0,1 mg/kg de Metam sodium pela ANVISA 2003

Fonte: *ANVISA (2003) e ** MINISTERIO DA SAUDE (2003) ***FAG/WHO (1998).




Tabela 10 Limites Maximos de Residuos de ditiocarbamatos permitidos no Brasil

Alimentarius, nas diferentes culturas de vegetais, exceto frutas.
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¢ os estabelecidos pelo Codex

Portaria 10 da SNVS de 08/03/85 e atualizac¢bes pela ANVISA/MS*

RE n° 165 29/08/03**

Codex Alimentarius***

Em vigor até 01/09/03 ANVISA/MS FAO/WHO
D.0.U. 02/09/93 -
atual
Ditiocarbamatos Ditiocarbamatos

Mancozebe | Manebe | Propinebe | Tiram | Ziram CS; CS,
Cultura LMR LMR LMR| LMR| LMR | LMR | Ingrediente | LMR | Ingrediente ativo
(vegetais) (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | ativo (mg/kg)
Alface 10,0 6,0 | Manebe 10,0 | Mancozebe
Batata® 0,1 0,5 0,1 0,3 | Propinebe 0,2 | Mancozebe e Manebe
Berinjela 0,5 | Mancozebe
Beterraba 0,1 0,3 | Mancozebe
Brécolis 0,5 0,5 | Mancozebe
Cenoura® 1,0 0,3 | Mancozebe 1,0 | Mancozebe
Chicéria 10,0
Couve 0,5 1,0 | Mancozebe Mancozebe
Couve-flor 0,5 0,5 | Mancozebe Mancozebe e Manebe
Espinafre 10,0 Mancozebe
Milho* 0,5 0,3 | Tiram
Pepino 0,5 0,3 | Mancozebe 2,0 | Mancozebe e Manebe
Pimentilo 1,0 1,0 1,0 | Mancozebe
Repolho 0,5 10,0 1,0 | Mancozebe 5,0 | Manebe
Tomate® 1,0 3,0 2,0 | Mancozebe 5,0 | Manebe

b= 0,1 mg/kg de metam sodio e c=0,03 mg/kg de Furathiocarb, limites permitidos pela ANVISA 2003**
Fonte: *ANVISA (2003) e ** MINISTERIO DA SAUDE (2003) ***FAO/WHO (1998).




Tabela 11 Limites Madximos de Residuos de ditiocarbamatos permitidos no Brasil e os

Alimentarius, nas diferentes culturas de cereais ¢ outras.
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estabelecidos pelo Codex

Portaria 10 da SNVS de 08/03/85 e atualizagdes pela ANVISA/MS* RE n° 165 29/08/03** Codex Alimentarius***
Em vigor até 01/09/03 ANVISA/MS FAO/WHO
D.0.U. 02/09/93 - atual
Propine Ditiocarbamatos Ditiocarbamatos
Mancozebe | Manebe | be Tiram | Ziram Cs, Cs,
Cultura LMR LMR LMR LMR | LMR | LMR Ingrediente LMR | Ingrediente
(cereais (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) ativo (mg/ke) ativo
outras)
Abdbora 1,0 1,0 Mancozebe 0,2 Mancozebe
Aipo 1,0 0,5 Manebe
Algodio® 0,2 0,5 0,3 Tiram
Alho 0,5 0,1 Mancozebe
Amendoim 0,2 0,2 0,5 7,0 10,3 Tiram 0,1 Mancozebe
Arroz 1,0 0,5 0,213,0 Mancozebe
Aveia 0,5 0,3 Tiram
Café 1,0 3,003 Mancozebe
Cebola 3,0 1,0 0,5 0,5 Propinebe 0,5 Furathiocarb
Cevada 0,2 0,5 1,0 Mancozebe 1,0 Mancozebe
Ervilha 0,5 0,3 Mancozebe e Tiram
Feijiio® 0,5 0,05 0,2 0,5 0,3 Mancozebe e Tiram
Feijfio-vagem 0,3 Mancozebe
Soja 1,0 0,5 0,3 Tiram
Trigo 0,5 2,0 0,5 0,21,0 Mancozebe 1,0 Manebe

¢=0,03 mg/kg de Furathiocarb, limites permitidos pela ANVISA 2003**
Fonte: *ANVISA (2003} e ** BRASIL (2003) ***FAQ/WHO (1998).
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1.7.3. Limites Maximos de Residuos (LMR) de ditiocarbamatos nos

alimentos

Os Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos pela legislagdo brasileira
para cada ditiocarbamato/cultura, exceto frutas, ¢ os limites estabelecidos para a classe
dos ditiocarbamatos pelo Codex Alimentarius encontram-se explicitados nas Tabelas 9,
10e11.

A legislacgio brasileira (Resolugéo n°165 de 29/08/03) ndo estabelece LMR de
residuos de ETU (MINISTERIO DA SAUDE 2003).

A Ingestio Didria Aceitavel (IDA) estabelecida pelo JMPR, grupo assessor do
Codex Alimentarius, € de 0,002mg/kg de ETU por peso corporeo (FAO/WHO 1994).

Os alimentos que apresentam niveis de residuos acima dos LMR estabelecidos
podem indicar que a aplicag@io do agrotéxico ndo foi realizada de acordo com as Boas

Praticas Agricolas.

1.7.4 Estudos sobre residuos de agrotéxicos em alimentos

O monitoramento de agrotéxicos em alimentos possibilita a avaliagio da
qualidade da produgdo agricola, das tendéncias de aumento de uso desses produtos ¢ da
fonte de contaminagfo, além de fornecer dados que permitem estabelecer medidas
preventivas e de controle, antes que a contamina¢fo se torne um risco para a saude
publica ou cause grandes perdas econdmicas (BARRETTO e col. 1996).

Virios paises realizam programas de monitoramento de residuos de agrotéxicos
em alimentos. Estes estudos permitem avaliar a qualidade dos alimentos comercializados
em relagdo a esses residuos, ¢ fornecem dados para que medidas corretivas ou
preventivas de risco sejam tomadas.

No ano de 1993 a Unidio Européia. analisou 752 amostras de frutas e vegetais,
sendo que 7 % das amostras produzidas internamente ¢ 14,4 % das amostras importadas
estavam imprdprias para o consumo (DE KOK 1994 citado por CONCEICAO 2002
p-11).

O Programa Nacional de Residuos da Austrilia conduzido, no primeiro semestre
de 1999, analisou 11.959 amostras de 31 alimentos de origem animal e vegetal. Das 221
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amostras analisadas que incluiam cebola, nozes e frutas, os agrotéxicos foram detectados
apenas em amostras de maci e péra, sendo que trés amostras apresentaram residuos
acima do LMR estabelecido (AUSTRALIA 2000).

Nos Estados Unidos o responsdvel por monitorar os niveis de residuos nos
alimentos é 0 Food and Drug Administration (FDA). Das 9.438 amostras analisadas,
35% apresentaram residuos abaixo do LMR estabelecido, sendo que apenas 2% das
amostras estavam em desacordo com os pardmetros estabelecidos, seja por conter niveis
de residuos acima do LMR ou por uso indevido (FDA 2002).

No Brasil estd sendo realizado um Programa de Anilise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos — PARA, coordenado pela ANVISA, com parceria do
INCQS/Fiocruz, do LACEN do Parand, de Minas Gerais-FUNED, de Sio Paulo-
Instituto Adolfo Lutz, do Instituto Tecnolégico do Estado de Pernambuco e das
Vigildncias Sanitarias dos respectivos Estados. No periodo de junho de 2001 a junho de
2002 foram analisadas 1.295 amostras coletadas em supermercados das capitais dos
Estados de S#3o Paulo, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, sendo que em 1.051 (81%)
das amostras analisadas foram encontrados residuos de agrotoxicos (ANVISA 2003).

Detalhes destes ou resultados de outras pesquisas relacionados a residuos de

ditiocarbamatos ¢ ETU encontram-se no Capitulo 5.

1.7.5 Estudos de métodos para minimizar ou remover os residuos
O preparo, o cozimento de alimentos e processos de industrializagio podem
favorecer a decomposigio dos EBDC a ETU. NEWSOME E LAVER (1973)
demonstraram que o cozimento de alimentos produz decomposi¢éo dos EBDC a ETU.
ANKUMAH e MARSHALL (1984) demonstraram que a adi¢iio de ETU ¢ bastante
estavel em molho de tomate, de 76 a 91% foram encontrados apés 12 semanas,
ressaltando que o tempo de espera para comercializagdo nfo garante a inexisténcia desse
residuo.
Alguns procedimentos para remocio de residuos de EBDC ¢ ETU foram
estudados por alguns pesquisadores. ONLEY e col. (1977) descrevem que uma simples
lavagem com sabZo e agua reduz o residuo em 70%. LESAGE (1980) observou que a
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adi¢do de sulfato cliprico que reduz o CS; do ditiocarbamato também reduz a conversio
a ETU durante aquecimento € propds o uso de compostos contendo cobre para aplicar
junto com EBDC nas culturas. MARSHALL e SINGH (1977), depois de uma
investigagio com hipoclorito, para oxidagdo de ETU para EU, forneceram um
procedimento para remover residuos de EBDC e de ETU de tomates, antes do processo
de industrializagfio. Este procedimento consiste em um banho de quatro minutos com
hipoclorito de s6dio a temperatura ambiente, seguido de um banho com sulfeto de sodio
diluido. MARSHALL (1982) apresentou uma técnica similar para remover EBDC e
ETU de tomates e ervilhas, anterior ao processo de industrializagio. GREVE e
HERBOLD (1983) advertem para a necessidade de um procedimento de remogiio de
residuos remanescentes da aplica¢do de EBDC no campo, e propdem limites mais baixos

de EBDC, associados com LMR de 0,01 ppm para ETU.

1.8 A cultura de maméo

Presume-se que o mamdo tenha nascido na América tropical, onde se encontram
ainda todas as espécies descritas para o género Carica, estando a maioria delas
espalhada ao pé dos Andes, na Colombia, Equador e Peru. Dali, das encostas
ensolarados dos Andes, a fruta teria rapidamente se espalhado por todo o continente,
devido a velocidade de seu ciclo vital, a facilidade com que a planta se propaga e se

multiplica e a rapidez com que nascem seus frutos (SILVA 1999).

1.8.1 Caracteristicas do mamoeiro

O mamoeiro cresce rapido e produz bastante, florescendo e frutificando muitas
vezes a0 mesmo tempo e durante o ano todo, de preferéncia em regides de clima quente
e Umido. Alcanga de trés a seis metros de altura. O caule herbiceo lenhoso, oco,
cilindrico ¢ simples, as vezes ramificado com &pice, coroado por um topo de folhas
grandes digitilobadas, com grandes peciolas. As flores sfo esbranquigadas ou
amareladas fragrantes ¢ unissexuais.

Distinguem-se duas plantas: o mamoeiro fémea e o macho, com diferenca apenas

nas inflorescéncias e conseqiientemente nos frutos. No mamoeiro f8émea, as flores sdo
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exclusivamente femininas, grandes companuladas, subsésseis, solitdarias ou em
inflorescéncia axilares pouco numerosas e os frutos sdo bagas arredondadas. No
mamoeiro macho, as flores sdo agrupadas em longos pedinculos paniculados, a corda ¢
tubulosa. Na extremidade, os frutos pequenos surgem com flores hermafroditas que dao
origem a frutos pequenos, compridos ou ovais. Os frutos provenientes de flores
hermafroditas sdo alongados, com polpa mais espessa e, conseqiientemente, com
cavidade central menor, por isso preferidas comercialmente. A cor da polpa é outra
caracteristica importante, sendo preferidos os frutos que apresentam coloragido vermelha

ou vermelho-rosado.

Figura 3 — Cultura de mamado.

Até o final da década de 70, no Brasil, predominavam plantios de mamoeiro
didico ou comum, com produgdo destinada exclusivamente ao mercado interno,
destacando-se o Estado de Sdo Paulo como principal produtor. Porém a ocorréncia do
virus do mosaico provocou uma redugéo dos pomares e migragio dessa caricacea para
outros Estados (RUGGIERO 1980).

Na década de 70 foi introduzida no mercado uma nova variedade de mamao

(Carica Papaya L.), menor € mais doce do que 0 maméo comum.
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1.8.2 Mamao (Carica Papaya L)
e Nome cientifico: Carica Papaya L.; familia: Cariciceas
e Nome popular: maméo-papaia, mamao-do-amazonas ou mamaozinho.

A espécie Carica Papaya L. é o mamoeiro mais cultivado do mundo, com
origem provavel na Bacia Amazdnica Superior, noroeste da América do Sul. Produzida
inicialmente no Para, e conhecida no sul do pais como mam&o-papaia, maméao-do-
amazonas ou mamdozinho, seu cultivo foi difundido para varias regides tropicais. No
Brasil, segundo dados do IBGE, as maiores produgdes sdo oriundas do Nordeste,
especialmente das regides irrigadas do Vale do Rio Séo Francisco, nos Estados da Bahia
e de Pernambuco; do Espirito Santo; do Para, no norte do pais ((TRINDADE 1999;
SILVA 1999).

A fruta tomou conta do mercado rapidamente em virtude de seu sabor, sempre
doce, e seu tamanho, ideal para o consumo individual (SILVA 1999).

Os frutos sdo pequenos, ovais, tém casca lisa, fina e resistente, verde-escura que
se tornam amareladas ou alaranjadas com o amadurecimento. A polpa € doce, alaranjada
ou avermelhada, suculenta e aromatica. O fruto é oco com numerosas sementes pretas

revestidas por um excrecéncia mucilaginosa de sabor levemente picante.

Figura 4 - Mamio Carica Papaya L, maduro.
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1.8.3. Habitos de consumo

Consumido in natura ou na forma de doces.

Apesar de serem geralmente desprezadas, as sementes sdo comestiveis e consta
que teriam muitas utilidades medicinais, tais como vermifugos ou auxiliar no
funcionamento da digestsio (SILVA 1999).

Receitas que utilizam o maméo verde, como o doce em calda, podem incluir a
casca para consumo.

No Brasil, uma infinidade de receitas utiliza o mamé&o como ingrediente: pode-se
usar o fruto maduro para fabricar mamé&o desidratado, o doce em calda, mas o doce de
maméo verde em calda, cortado em forma de fita, é o mais apreciado. Pode-se ainda
utilizar 0 mamfo verde como legume, cortado em pedacos pequenos e refogado, ou
ainda em sopas e ensopados de carne (SILVA 1999).

Consome-se ainda outros produtos industrializados com maméo como iogurtes,
sorvetes.

A papaina que se encontra espalhada por toda a planta, especiaimente na fruta
verde, e que vai sumindo & medida que a mesma amadurece, ¢ uma substincia de muitos
usos medicinais e industriais. Por muito tempo essa substéncia foi utilizada na medicina
caseira como, por exemplo, para extirpar verrugas, € também na culindria com a

finalidade de amaciar carnes (SILVA 1999).

1.8.4 Mercado

O consumo mundial de *“papaya” chega a cinco milhdes de toneladas, sendo que
mais da metade desse volume € consumido e produzido nas Américas. Na década de 90,
a taxa de crescimento mundial das importa¢des subiu 12,1 % ao ano. Paises da Unido
Européia tém pequena participagdio nas importagBes, mas mostram razodvel taxa de
crescimento de curto prazo (4,7 % anuais na década de 90). Os Estados Unidos da
América do Norte sdo os maiores importadores e apresenta taxas de crescimento de

longo prazo das importagbes de “papaya” de 17% ao ano (SILVA 1999).
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A producdo mundial de “papaya” € de mais de cinco milhSes de toneladas ao ano
e a exportagdo mundial chega a mais de cento ¢ cingiienta mil toneladas ao ano (SILVA
1999).

A produgdo de “papaya” no Brasil chega a mais de um milhdo e oitocentas mil
tonelas ao ano. A participagéio do pais no mercado mundial de “papaya” é ainda pequena
se comparada com a produgfo mundial, mais de oito mil toneladas ao ano, porém, as
previsdes apontam para um crescimento expressive das exportagdes (SILVA 1999).

A industrializagio de produtos como puré pode ser o grande suporte ao
desenvolvimento da cultura do mamoeiro no Brasil, o qual vem sendo exportado em
varios paises no mundo, principalmente congelado. No Brasil, destaca-se uma empresa
no Estado do Espirito Santo, onde de 5 a 10% da produg¢do de nove mil toneladas de
“papaya”, € destinada a industrializa¢&o, transformado em polpa que tem por finalidade
compor iogurtes e sorvetes (SILVA 1999).

1.8.5 Principais doencas que afetam o mamoeiro

O mamoeiro ¢ muito sensivel as variacBes climaticas e ambientais
principalmente quando ainda jovem. Pode ser afetado por um grande niimero de viroses
e doengas flingicas.

As viroses mais importantes sio a mancha anelar, o amarelo letal ¢ a meleira. As
principais doengas flingicas sfio estiolamento ou tombamento das mudas, podriddes de
Phytophttora, antracnose, variola ou pinta preta e podriddo de Phoma. Estd sujeito
também ao ataque de 4caros e insetos. O acaro branco ou do ponteiro e o écaro rajado
merecem destaque pela maior ocorréncia nas regides produtoras. Varios géneros de
nematdides ja foram encontrados em rizosfera de mamoeiro. Porém, os formadores dos
galhos e o nematéide reniforme sfio considerados os de maior importincia econdmica
(TRINDADE 1999).

A antracnose é considerada a principal doenga dos frutos do mamoeiro podendo
atacar o fruto em qualquer estigio de desenvolvimento e¢ ocorrendo com maior
intensidade nos frutos maduros, tornando-os imprestaveis para a comercializagio e

consumo. Ainda que os frutos colhidos ndo apresentem sinais da doenga, ela pode se
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manifestar na fase de embalagem, de transporte, de amadurecimento e de
comercializagdo, causando grandes percentagens de perdas (TRINDADE 2000).

Para controle da antracnose sfo utilizadas pulverizagdes quinzenais, com
produtos a base de cobre, benzimidazol associado a clorotalonil ou EBDC.

Uma outra doenga muito comum no mamoeiro é a variola, pintas pretas ou
bexigas, manchas que se limitam as superficies dos frutos, ainda que nio ocasionam
sérios prejuizos como em outras podridfes, resultam numa grande desvalorizagdo
comercial.

O controle da variola ¢ feito com os mesmos fungicidas recomendados para o
controle da antracnose, com pulverizagdes quando a lesfo ¢ ainda inicial. Outras
doengas fungicas provocam a podriddo terminal do caule do mamoeiro bem como as
podridSes do pedinculo e dos frutos durante o periodo de armazenamento e maturagfo.
O controle de podridGes externas é realizado ainda no campo na mesma época em que se
controla a antracnose, com a aplicagdo dos fungicidas ja citados. Os tratamentos pos-
colheita, realizados antes da embalagem, visam evitar a podriddo interna dos frutos.

(TRINDADE 2000).

1.9 Prevenciio de risco a satide

1.9.1 A importincia do controle dos niveis de residuos de agrotéxicos nos
alimentos

A sande ¢ um direito humano fundamental e essencial para o desenvolvimento
social ¢ econbmico.

O alimento € a principal fonte de exposigdo da populagiio a produtos quimicos ¢
a vigilancia dos residuos de agrotéxicos nos alimentos constitue um dos métodos mais
importantes para reduzir os perigos conseqiientes para a satide humana. Quando o nivel
observado & inaceitavel, medidas apropriadas devem ser tomadas para identificar a causa

e evitar que a situagfo se repita.
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As politicas piiblicas devem garantir acesso universal a quantidades de alimentos
de boa qualidade e que respeitem as peculiaridades culturais. Politicas de alimentagéo e
nutricdo que integrem harmonicamente a agricultura, a economia € o meio ambiente
deveriam ser prioridades de todos os governos para obter maior impacto na saide
nacional e internacional. Desde 1986, a Carta de Ottawa tem servido como fonte
orientadora e de inspiragio para a promogio de saiide. Conferéncias ¢ reunibes
internacionais subseqiientes tém deixado clara a relevéncia e o significado das principais
estratégias em promogio da saude, incluindo politicas publicas positivas, € meio
ambiente favordveis & satide (DECLARACAO DE ADELAIDE 1988; DECLARACAQ
DE SUNDSVALL 1991 apud MINISTERIO DA SAUDE 2001).

A falta de dados sobre residuos nio permite que sejam feitas sistematizagdes das
informagdes sobre quais agrotéxicos oferecem risco de ocorréncia indesejavel e sobre a
qualidade de produtos que séo distribuidos aos consumidores.

Existem poucos trabalhos relacionados ao monitoramento de ETU em frutas no
Brasil. E importante o conhecimento dos niveis de EBDC e de ETU presentes nas frutas,
para fornecer subsidios sobre a qualidade das frutas consumidas pela populagfo e dados

para avaliagfio de risco a saide ¢ ao meio ambiente.

o [ndices de consumo alimentar
Para concluir a respeito da aceitabilidade de um LMR do ponto de vista de saide
publica € necessério estimar a ingestdo de residuos de um agrotéxico € compara-lo com
a Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) estabelecida.
¢ Ingestio Didria Maxima Teérica (IDMT)
A IDMT é calculada assumindo o LMR como o nivel de residuo no alimento e
utilizando uma dieta padrio para o consumo de alimentos segundo a equag#o:
IDMT =3 C; x LMR;
Onde:
Ci = consumo médio de alimentos derivado de uma dieta hipotética mundial ou

nacional, em kg de alimento por pessoa por dia;
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LMR; = LMR correspondente ao alimento, em mg do agrotéxico por kg de
alimento.

A IDMT é uma superestimativa da ingestio real de residuos de agrotoxicos,
principalmente porque o LMR se aplica ao vegetal inteiro e in natura, que quase sempre
inclui uma porgdo ndo comestivel, como por ex. a casca. Estudos de residuos em mamio
devem ser realizados na fruta toda (TOLEDO e col. 2002). No presente estudo a analise
foi feita na fruta inteira (casca + polpa + semente). Porém, se a IDMT n#o exceder a
IDA, ¢ altamente improvavel que seja excedida na pratica, desde que os LMR sejam
estabelecidos para os principais usos do agrotoxico e de que sejam utilizadas as Boas
Praticas Agricolas. Neste caso, nfo sfio necessdrias estimativas mais precisas para a
ingestdo de residuos.

e A Ingestio Didria Mixima Estimada (IDME)

E uma estimativa mais realista da ingestfio de residuos. E calculada usando dados da
por¢do comestivel do vegetal ¢ leva em consideragio os efeitos na preparagdo, no
processamento, € no cozimento do alimento, conforme a equagfo:

IDME= Y C;xLMR;x P; x C;
Onde:

C; = consumo médio de alimentos derivado de uma dieta hipotética mundial ou
nacional, em kg de alimento por pessoa por dia;

LMR; = LMR correspondente ao alimento, em mg do agrotoxico por kg de
alimento;

P; = fator de correcdo que considera a reducfio ou o aumento de residuo como
resultado do processamento comercial;

C; = fator de corregfo que considera a redugiio ou o aumento de residuo como
resultado da preparacfo ou cozimento do alimento.

Quando a IDME exceder a IDA ¢é necessario refinar o calculo para estimar a
verdadeira ingestéo.

e Ingestio Didria Estimada (IDE),

O célculo da IDE leva em consideragiio fatores como: os dados de consumo

alimentar, inclusive os correspondentes a subgrupos da populagfo; os usos conhecidos
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do agrotéxico em questdo; os niveis de residuos conhecidos; a porcentagem da cultura
que foi tratada; a relagdo entre a quantidade do produto de origem nacional e a
quantidade importada; a redug¢do ou aumento do nivel de residuo durante o
armazenamento, 0 processamento e o cozimento. As estimativas da IDE s6 podem ser

feitas no &mbito nacional, quando essas infomagdes estiverem disponiveis.

1.9.2 Provaveis riscos ao meio ambiente

O mancozebe, em relagiio ao risco de periculosidade ambiental, é considerado
produto muito perigoso, com classificag@o ambiental II.

Em relago aos efeitos ao meio ambiente, pesquisas demonstram que os
microorganismos do solo sdo capazes de metabolizar ditiocarbamatos. Os produtos
formados podem afetar atividades enzimdticas, respiragdo e nitrificagdo em nives de
dose da ordem de 10 mg/kg ou mais em solo seco.

A toxicidade aguda de EBDC ¢ alta para algumas espécies. Por exemplo, para
mancozebe a CEsp foi de 2; 6; 1,3; 1,1; 0,08 e 32 mg/L, respectivamente para peixe
(Poecilia reticulata), crusticeo (Daphnia magna), alga (Chlorela pyrenocidosa), alga
(Phytobacterium phosphoreum) e bactérias nitrificantes (Nitrosomonas e Nitrobacter).
Conforme pode ser observado na Tabela 8, ETU e EU sdo considerados néio toxicos para
peixes (VAN LEEUWEN 1985a, 1985b; WHO 1988).

A erosfo do solo e as 4guas de enxurradas transferem residuos de agrotoxicos de
areas tratadas para areas ndo tratadas e para rios e lagos. Entre outras causas, concorre
para isso, o descarte de embalagens vazias préximas as lavouras, a aplicagio de
agrotoxicos a menos de 30 m dos cursos de dgua, além da lavagem de equipamentos
junto a lavoura. Do total dos agricultores e trabalhadores investigados por FREITAS e
col. (1994), em Teresopolis-RJ, 36,6% aplicam agrotéxicos a menos de 30 m das
residéncias e 34,2% aplicam esses produtos a menos de 30m de corpos de 4gua, 62,2%
lavam os equipamentos na lavoura e 79,3% descartam as dguas de lavagens na lavoura,
56,1% enterram as embalagens vazias ¢ 36,6% as queimam.

Os EBDC ndo devem ser aplicados na presenca de ventos fortes ou nas horas

quentes do dia, ou proximos a cursos de dgua e em lugares com muito declive, por causa
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do possivel arraste para rios ¢ lagos, sendo importante o controle da contaminagdo

ambiental, além da avaliagio e controle da saide dos aplicadores e da populagio local.

1.10 Métodos para determinacio de residuos de ditiocarbamatos em

alimentos: levantamento bibliografico ¢ consideracdes

1.10.1 Métodos espectrofométricos

CULLEN (1964) e KEPPEL (1971) propuseram um método espectrofotométrico
o qual foi aprimorado por VUIK (1992), eliminando o uso de benzeno pela sua
toxicidade. Os ditiocarbamatos sdo determinados pela produgéo do CS; que € purificado
e borbulhado numa solugdio alcodlica, contendo um agente complexante. O complexo
formado é quantificado espectrofotometricamente na regidio do visivel e o resultado,
expresso em CS,, reflete o nivel de ditiocarbamato total presente na amostra.

No Brasil, CARVALHO ¢ YOKOMIZO (1989) avaliaram o método de Keppel,
adicionando propinebe em diversas matrizes, com recuperagdes que variaram de 70 a
100% e LQ igual a 0,5 mg/kg.

VERMA e col. (1984) determinaram residuos de tiram em gréios, usando ©
perclorato de tetraacetonitrila de cobre I (CuClOs 4CH3;CN) para determinagdo
espectrofotométrica.

MALIK (2000) determinou ferbam em grios de trigo através de método
espectrofotométrico com o uso do complexo batofenantrolina tetrafeniborato de ferro II.

A Tabela 13 apresenta os trabalhos publicados, relativos & determinagio de

residuos de ditiocarbamatos em alimentos pelo método espectrofotométrico.
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Tabela 12 Trabalhos publicados relativos a determinaciio de residuos de

ditiocarbamatos em alimentos pelo método espectrofotométrico.

Autor/ano Método Contribuicio

CULLEN (1964) Espectrofotométrico | Primeiro a  propor método de
determinacio de ditiocarbamatos por
espectrofotometria.

KEPPEL Espectrofotométrico | Determinacio através do complexo

(1969 1971) [ciprico-N,N, bis (2-hidroxi etil)]

VAN HAVER e[| CG-FPD Comparou método modificado por

GORDTS  (1977) | ¢ espectrofotométrico | MACLEOD e MACCULLY (1969) com

citado por HILL | (Keppel) o método de Keppel (1969) com r=0,9903

(1992 p.222)

OTT e GUNTHER | Colorimétrico Primeira técnica descrita com uso de

(1982) {“Head space™) “head space” para determinagio
colorimétrica.

VERMA e col. | Espectrofotométrico | Determinaciio através de perclorato de

(1984) tetra acetonitrila de cobre [

CARVALHO e | Espectrofotométrico | Avaliou o método em varias matrizes para

YOKOMIZO (Keppel) determinago de  propinebe, com

(1989) recuperagdes que variaram de 70-100%,
LQ=0,5 mg/kg.

VUIK (1992) Espectrofotométrico | Eliminou o uso do benzeno no

(Keppel) procedimento descrito por Keppel.
com modificagio)
MALIK (2000) Espectrofotométrico | Determinagéio através do complexo

batofenantrolina tetrafeniborato de ferro 11

1.10.2 Métodos por cromatografia gasosa

O principio da técnica de “head space” é simples: a decomposicdo dos

ditiocarbamatos para CS; é geralmente realizada por aquecimento em banho-maria em

frascos vedados com septos. Aliquotas dos vapores sdc usadas para andlise. A

determinagfio geralmente é por cromatografia a gis com detector de captura de elétrons

(ECD) ou detector fotométrico de chama-enxofre (FPD-S).

Os trabalhos publicados relativos A determinagfio de residuos de ditiocarbamatos

em alimentos por métodos cromatograficos encontram-se na Tabela 13.




Tabela 13 — Trabalhos publicados relativos a4 determinagfio de residuos de ditiocarbamatos em alimentos por métodos

cromatograficos.

Autor/ano Método Decomposicio | Contribuic¢io

MACLEOD e MACCULLY CG-FPD Primeiro trabalho proposto.

{1969)

NAWAR (1971) citado por HILL | CG Propés uso de tiofeno como padrio interno

(1992 p.223)

MACLEOD e RITCEY (1973) CG-FPD 60°C - 30min Propuseram condi¢des para decomposigio 60° -
30 min.

VAN HAVER e GORDTS | CG-FPD 80°- 1 noite Compararam o método modificado por

(1977} citado por HILL (1992 | Keppel* MACLEOD e MACCULLY (1969) com o

p.222) método de Keppel*(1969) com r=0,9903

SPIGELENBERG e col. (1979) | CG-FPD 85-90°C-4h Estudaram o método em mag4, alface e outros.

citado por HILL (1992 p.223) LD 0,05mg/kg; recuperacdes de 89 a 102%.

HILL e EDMUNDS (1982) | Revisdo Realizaram a calibragio com amostras ndo

citado por HILL (1992 p.223) tratadas

DELVENTHAL (1984) citado | CG-ECD 90°C - 2 horas | Estudou o método em alface, pimentdo e maci,

por HILL (1992 p.223) com recuperagdes entre 83 e%.

STEIWANDTER (1985) CG-ECD 40-80°C - seco | Diferenciou os ditiocarbamatos solaveis dos
insolliveis em dgua

MAINI e BONI (1986) citado por | CG-FPD Introduziram uma fase com isooctano para

HILL (1992 p.216) remocio ¢ injesdo

MINISTRY OF WELFARE, | CG-FPD 70° - 2 horas Limite de determinagdo de acordo com a

HEALTH AND CULTURAL | CG-ECD origem natural do produto

AFAIRS (1988)

DOROSHENKO e POKHILL’ | CG-ECD 80°C - 60min Compararam o presente método com o método

SHENKO (1989) citado por colorimétrico, apresentando boa correlagdo

HILL (1992 p.222) entre ¢les.

YAO e col.(1989) citado por | CG-FPD 70°-32h Utilizou 4cido ascorbico para digestdo.

HILL (1992 p.222)

HARRINGTON e col. {1998) CG Determinou CS,; em isooctano.
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Existem métodos onde o CS; formado em um sistema fechado é analisado por
cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons (ECD) ou detector fotométrico
de chama (FPD-S), diretamente através da técnica de “head space” ou apés dissolugéo
em solvente organico (HARRINGTON e col. 1998).

A técnica cromatografica tem a vantagem de ser mais sensivel, cerca de 10 vezes
mais do que a técnica espectrofotométrica. Porém, os vapores 4cidos do “head space™
diminuem o tempo de vida util da coluna cromatografica, além de requerer, as vezes,
muito tempo para a realizagfio da hidrélise dcida (HILL 1992; STEIWANDTER 1985).
A Central Science Laboratory tem proposto a dissolugio do CS, em solventes organicos,
(por exemplo: o isococtano) para minimizar este problema. (HARRINGTON e col.
1998). E aconselhdvel que o laboratério mantenha um cromatégrafo-a gés apenas para

determinacéo do CS,.

1.10.3 Métodos por HPLC - cromatografia a liquido de alta eficiéncia

Para andlise de residuos de ditiocarbamatos em frutas e vegetais tem sido usado o
método por HPLC com detectores de UV ou eletroquimico. Esta técnica, no entanto, nio
¢ seletiva para distinguir os ditiocarbamatos nas subclasses dos
etilenobisditiocarbamatos (nabam, manebe, zinebe e mancozebe) e a subclasse dos N-N-
dimetilditiocarbamatos (ziram e ferbam) (SILVA e col. 1999; VAN LISHAUT e
SCHWACK 2000).

Viérios autores usaram a técnica de HPLC para determinagéio de residuos de
tiram em amostras de vegetais (GUSTAFSSON e THOMPSON 1981; LO ¢ col. 1996).

Métodos especificos sdo impréprios para as andlises de monitoramento dos
residuos de ditiocarbamatos em alimentos, pois nfio se sabe quais os compostos que
foram aplicados nas culturas e tem-se que analisar todos os possiveis ditiocarbamatos.
Desta maneira, a determinacfio dos ditiocarbamatos por CS,, tem sido utilizada em
vérios paises nos estudos de monitoramento, uma vez que os LMR do Codex

Alimentarius também sfo expressos em CS,, como na legislagio brasileira atual.
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O método analitico utilizado neste estudo para determinag@io de residuos de
mancozebe foi o proposto por Keppel (KEPPEL 1969, 1971; THIER e ZEUMER

1987).

1.11 Métodos para determinaciio de residuos de etilenotiouréia em alimentos:

levantamento bibliogrifico e consideragdes

1.11.1 Métodos por cromatografia gasosa

A determinagdo de residuos de ETU tem sido feita através de andlise direta ou
por derivatizagfio através da cromatografia a gas ou cromatografia a liquido de alta
eficiéncia.

e Analise direta

OTTO ¢ col. (1977) desenvolveram um método para andlise de residuos de ETU
em varios grios, com limite de sensibilidade de 0,01 ppm, usando detector fotométrico
de chama (FPD) com filtro para determinagfio de substincias com enxoftre (S).

HIRVI e col. (1979) usaram GLC com detector de captura de elétrons (DCE) e
detector seletivo de nitrogénio ¢ fosforo (AFID), apresentando algumas recuperagdes
menores que 70 %.

Devido a alta polaridade, a adsorcio e a baixa volatilidade de ETU, a andlise de
residuos de ETU sem derivatizacio pode apresentar picos assimétricos. Dessa forma, a
derivatizagdo, antes da andlise por CG, parece ser a mais recomendada (BOTTOMLEY
e col. 1985; DOERGE e YEE 1991; MESTRES e MESTRES 1991).

e Anailise por derivatizacio:

Uma revisfo extensiva foi feita por BOTTONLEY e col (1985) com vérias
técnicas por derivatizagio.

NEWSOME (1972) desenvolveu um método simples para GLC - ECD com
determinagfio de S-benzil ETU. NASH (1974) usou técnica similar a de Newsome,
substituindo alguns solventes.
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KING (1977) introduziu um novo produto de derivatizagio o S-(m-
trifluorometilbenzil) ETU para determinagfio por cromatografia a gas - FPD (8), que foi
utilizado por RIPLEY ¢ COX (1978) para analise de uvas.

Em 1979, SING ¢ col. apresentaram um interessante método por derivatizagio
para determinagio de residuos de ETU em dgua e em grios por GLC — ECD.

BOTTOMLEY e col. {1985) analisaram residuos de ETU como S-butil ETU
através de cromatografia a gas com AFID sensivel a nitrogénio e enxofre.

Residuos de ETU em alimentos foram determinados por derivatiza¢fo em benzil
ETU e trifluoroacetilado S-benzil ETU através da cromatografia a gas com detector de
captura de elétrons e de nitrogénio e fésforo. As recuperagdes em magé, pera, tomate e
alimentos industrializados para bebes variaram de 82 a 92%, com limite de detecgdo de
1 ppb. O método mostrou ser sensivel para amostras de alimento (DUBEY e col. 1997).

Na Tabela 14 encontram-se trabalhos relativos a determinag¢8o de residuos de

ETU em alimentos por cromatografia a gas.
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Tabela 14 - Trabalhos publicados relativos a determinagio de residuos de ETU em alimentos por cromatografia a gas.

Autor/ano Método Determinagéio Contribuigio
NEWSOME (1972) CG-ECD Derivatizagéo (S-benzil-ETU) Determinou ETU por derivatizago.
NASH (1974) CG-ECD e | Derivatizagéo (S-benzil-ETU) Utilizou a técnica de Newsome, substituindo
AFID alguns solventes.
OTTO e col. (1977) CG-FPD Direta (ETU) Desenvolveram um método para andlise direta
com LQ de 0,01 mg/kg.
KING (1977) CG-FPD Derivatizagéo Introduziram um  novo  produto de
[S-(m-trifluorometilbenzil-ETU)] derivatizagdo.
RIPLEY e COX |CG-FPD Derivatizag#o Utilizaram a técnica de King (1977) para
(1978) [S-(m-trifluorometilbenzil-ETU)] andlise de ETU em uvas.
BOTTOMLEY e col. | CG-AFID | Derivatizag#o (S-butil-ETU) Usaram um diferente produto de derivatizagdo.
(1985)
BOLZONI e col. | CG/FPD Direta (ETU) Apresentou método de confirmagéo por HPLC/
(1993) detector eletroquimico.
DUBEY e col. (1997) | CG-ECD e | Derivatizagdo (S-benzil-ETU) e | Apresentaram um método sensivel para
NPD (trifluoroacetilato de S-benzil ETU)

alimentos, com LQ=1 pg/kg e recuperagdes
entre 82 e 92%.

CG ~ Cromatografia a gis; ECD — Detector de Captura de Elétrons; FPD — Detector fotométrico de chama; NPD — Detector de Nitrogénio e Fasforo.
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As técnicas por derivatizagfio apresentam alguns inconvenientes, como, por
exemplo, exigem muito cuidado no manuseio € concentragéio, pois os derivados utilizados
sdo volateis.

As técnicas por cromatografia a gas utilizam temperaturas elevadas e pode ocorrer

decomposi¢do da ETU.

1.11.2 Métodos por HPLC - cromatografia a liquido de alta eficiéncia:

ONLEY e col. (1977) foram os primeiros pesquisadores a descrever o uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia para analise de residuos de ETU, sem derivatizagéo,
onde compostos interferentes naturais sdo removidos com purificagio através de carvio ou
alumina. O detector espectrofotométrico (UV) com comprimento de onda de 240 nm foi o
primeiro sistema testado e posteriormente indicado por vérios autores KURTTIO (1992),
KOBAYASHI e col. (1992) e LEHOTAY e col. (1992).

ROSSI e col. (1980) descreveram técnica para determinagiio de residuos de ETU em
vinho e farinha por HPL.C, apresentando recuperagfes que variaram de 62 a 80% para
vinho e 55% para farinha, com limite de detec¢éo de 0,025 ppm.

CACCIALANZA ¢ col. (1980) usaram a técnica de OTTO ¢ col. (1977) em
alimentos e vinho, substituindo diclorometano por acetato de etila na extragio final,
apresentando recuperacdes que variaram de 92 a 97% .

GREVE ¢ HERBOLD (1983) apresentaram uma técnica para vegetais cozidos,
utilizando 4gua como solvente de extragdo, seguida de particio com diclorometano e
purificagdo em coluna de alumina. A determinagfo foi por HPLC com detector de UV( A =
254 nm). A média das recuperagdes foi de 90% e os limites de determinagiio foram 0,01 e
0,02 ppm.
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O uso de detector eletroquimico tem sido indicado, principalmente em amostras
ambientais, devido a sua boa seletividade e precisio (BOLZONI e col. 1993; DOERGE ¢
YEE 1991; KRAUSE 1989).

O detector seletivo de massa tem sido utilizado para confirmagdo de resultados em
amostras menores que 1 ppb (LISKA e col. 1992).

BOLZONI e col. (1993) utilizaram CG/DFC (Detector Fotométrico de Chama) para
a confirmagiio de resultados obtidos por HPLC com detector eletroquimico. Das 100
amostras analisadas, apenas um caso de residuo de ETU néo foi confirmado pela CG/DFC.

KRAUSE (1989) avaliou resultados obtidos pelo método oficial da AOQAC e
concluiu que a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) elimina a etapa de
derivatizagdo, aumenta a recuperagio da ETU, reduz o tempo de andlise, elimina a
necessidade de reagentes adicionais e resulta em um método mais seletivo.

A andlise direta por CG, apesar de, aparentemente ser de ser de ficil utilizago,
pode apresentar erros nos resultados. A determinagfio por derivatizacio requer mais tempo
e muitas vezes usa reagentes mais toxicos. Na analise por HPLC pode-se trabalhar com
temperatura ambiente, permite o controle do pH e a determinagio ¢ feita diretamente sem
necessidade de derivatizagéo.

Na Tabela 15 encontram-se os trabalhos relativos a determinacgio de etilenotiouréia

(ETU) em alimentos por cromatografia a liquido de alta eficiéncia.
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Tabela 15 - Trabalhos publicados relativos 4 determinac¢iio de residuos de etilenotiouréia (ETU) em alimentos por

cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

Autor/ano Método Determinagio Contribui¢io

ONLEY e col. (1977) HPLC-detector UV | Direta (ETU) Primeiro método por HPLC com elaborado processo de
purificagéo.

ROSSI e col. {1980) HPLC Direta (ETU) Obtiveram recuperagdes entre 62 € 80% em vinho, com
LQ = 0,025 mg/kg.

CACCIALANZA e col. | HPLC Direta (ETU) Usaram o método de Otto (1997) descrito na tabela

(1980) anterior, substituindo o diclorometano da extragdo final

por acetato de etila, com recuperagdes de 92 a 97% em
alimentos e vinho.

GREVE e HERBOLD | HPLC-detector UV | Direta (ETU) Estudaram método para vegetais cozidos, com média

(1983) de 90% para recuperacdes ¢ LQ de 0,01 e 0,02 mg/kg.

KOBAYASHI e col. | HPLC-detector UV | Direta (ETU) Introduziram um novo método de purificagéo,

(1986) citado por substituindo a classica purificagéo por partigéo.

DISERENS (1991)

KRAUSE (1989) Revisdo de métodos Concluiu que HPLC resulta em um método mais

seletivo

BOLZONI e col. (1993) | HPLC-detector Direta (ETU) Apresentaram um método com detector eletroquimico ¢
eletroquimico confirmagfo por CG-FPD

DISERENS (1991) HPLC-detector UV | Direta (ETU) Introduziu a purificagdio com coluna de Extrelut. Usou

o método de Kobayashi e col.(1986) com modificagfo
em frutas, vegetais e cereais.

DUBEY e col. (1997) CG-ECD e NPD Derivatizagéio Método sensivel para determinagio de ETU em
(s-benzil-ETU) e | alimentos, com LQ = 1pg/kg e recuperagdes entre 82 a
(trifluoroacetilato | 92%.

de s-benzil ETU)
HPLC - Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia; UV — Ultravioleta; LQ — Limite de Quantificagéo.
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A metodologia escolhida para andlise das amostras do presente projeto foi a
descrita por DISERENS (1991) para determinagfio de etilenotioureia em varios
alimentos por cromatografia a liquido de alta eficiéncia, descrita com detalhes no item
3.3.1.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis de residuos de ditiocarbamatos e etilenotiouréia em fruta

(maméo) e sua implicagfio na saide puiblica.

2.2 Objetivos Especificos

Estudar e validar método analitico para determinacio de residuos de
ditiocarbamatos em maméo;

Estudar e validar método analitico para determinagio de residuos de
etilenotiouréia em mamo;

Determinar os residuos remanescentes da aplicag@io de etilenobisditiocarbamato
(mancozebe) e de etilenotiouréia (ETU) na cultura de mam3o e correlacionar os
resultados;

Determinar os niveis de residuos de mancozebe ¢ de ETU, ap6s 0, 3, 6, 9 ¢ 12
dias da ultima aplicago.

Avaliar os resultados encontrados e o risco a saiude da populacdo.
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3 MATERIAL E METODOS

Metodologia cientifica: estudo de caso controle analitico, onde a hipétese é
a vpresenga de residuos de etilenotiourdia em mamdo tratado com
etilenobisditiocarbamato (mancozebe).

Todas a parte experimental analitica foi realizada no Laboratério de Residuos de
Pesticidas da Diretoria do Servigo de Quimica Aplicada da Divisio de Bromatologia e

Quimica do Instituto Adolfo Lutz — Central.

3.1. Objeto onu matriz de estudo — Mamio espécie Carica Papaya L.

3.1.1 A escolha da matriz de estudo

As frutas sfo, na maioria das vezes, ingeridas in natura e o seu consumo &
expressivo na dieta do brasileiro. A dieta do paulistano é constituida de 40,8% de
produtos de origem animal e 59,2% de produtos de origem vegetal. Dos produtos de
origem agricola, 11,5% s#o frutas, 10,8% hortalicas, 9,4% fariniceos, 9,0% arroz, 5,2%
feijdo, 4,3% agucar, 4,3% oleos, 3,8% café e 0,9% outros produtos (GARP 1999).

Em 1996 o consumo alimentar domiciliar per capita anual de frutas, segundo
Pesquisa de Orgamentos Familiares, foi de 44,581 kg para o municipio de S&o Paulo,
com variagio de 16,075 a 116,658 kg, dependendo da classe de rendimento mensal
familiar de <2 a > 30 saldrios minimos, além do consumo de 28,067 kg de hortaligas,
33,607 kg de cereais ¢ leguminosas, 0,246 kg de cocos, castanhas e nozes, 8,966 kg de
farinhas, féculas e massas, 26,609 kg de panificados, 30,713 kg de carnes, 0,817 kg de
visceras, 2,486 kg de pescados, 20,805 kg de aves e ovos, 77,363 kg de laticinios,
16,777 kg de acgicares e produtos de confeitaria, 4,949 kg de sais e condimentos, 7,968
kg de oOleos e gorduras, 36,849 kg de bebidas e infusdes, 5,500 kg de outros produtos
(IBGE 2003).

Além disso, o Brasil é hoje um dos trés maiores produtores de frutas do mundo,
perdendo apenas da China e da India, produzindo 42 milhdes de toneladas em 2,2
milhdes de hectares. O Brasil ¢ o maior produtor mundial de mam#o. No periodo de

outubro de 2001 a setembro de 2002, o Brasil teve um crescimento de 20% na
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exportacdo de frutas, em relagéo ao periodo anterior, conforme informacéo prestada pelo
Ministério da Agricultura. O Brasil pretende exportar US$ 1 bilhfio em frutas nos
proximos cinco anos (ANDEF 2003).

A escolha por trabalhar com frutas deve-se ao fato delas serem ingeridas in
natura, por existir a possibilidade de conter residuos de ditiocarbamatos e de
etilenotiouréia, pois os etilenobisditiocarbamatos sfio muito utilizados, e por ser o
consumo expressivo na dieta do brasileiro. O mamdfo apresenta uma produgio
expressiva no Brasil, pode ser consumido por criangas desde os primeiros meses de vida,
¢ ainda pode ser consumido diariamente por pessoas que apresentam distirbios
intestinais. Em fun¢do desses aspectos, selecionou-se o mamao Carica Papaya L, para
verificar a presenca de residuos de ectilenobisditiocarbamato (mancozebe) e

etilenotiouréia apés tratamento.

3.1.2 Escolha e localizacio das areas de estudo

As aplicagfes de EBDC (Mancozebe) foram realizadas nas seguintes localidades:
Lins-SP, Linhares-ES e no sul da Bahia. selecionadas dentre areas representativas da

cultura de mam3o.
e Areas de estudo

Cada area de estudo continha no minimo 6 mamoeiros. A area de estudo testemunha
estava localizada longe o suficiente das 4dreas a serem tratadas, para evitar risco de
contaminagfo por deriva, evaporagdo, lixiviagio ou outro. Foi avaliada previamente o

histérico de utilizag@io de agrotoxicos na area.
* Demarcacio e identifica¢io das areas de estudo

A demarcaggo foi feita com estacas internas, para delimitar as areas de estudo e com
estacas externas para delimitar a parte de fora do experimento e facilitar a visualizagdo,
com a devida identifica¢io do tratamento.



56

3.1.3 Método para aplicacio da substincia teste (mancozebe)
¢ Produto utilizado em todos os tratamentos
Formulagdo de mancozebe na forma de pé molhavel, de marca comercializada,
para preparacéio da calda de aplicagdo.
¢ Dosificacido e preparagiio da substincia teste
Antes da aplicacdo, as quantidades necessarias da substéincia teste, foram pesadas
(substéncia teste solida) ¢ embaladas em frascos de boca larga ou sacos de polietileno,

em duas doses:
Dose normal: 160 g de mancozebe por hectare e
Dose dupla: 320 g de mancozebe por hectare.
o Numero de aplicacdes
Seis aplicaces de 15 em 15 dias antes da colheita.
¢ Epoca de colheita
Veréo.
e Meétodo de aplicacgiio
Pulverizacéo.
A aplicagiio de mancozebe foi realizada por profissional experiente (aplicador de
agrotéxicos).
e Precaugdes para aplicacgio
Foram seguidos os procedimentos preconizados nas Boas Praticas Agricolas
(TOLEDO ¢ col. 2002), a saber: o equipamento estava limpo antes de ser utilizado; as

quantidades propostas da substéncia teste foram aplicadas uniformemente e foi evitada a

contaminagéo de parcelas vizinhas, durante e apés a aplicagdo (deriva).

3.1.4 Método de amostragem
A amostragem deve ser representativa. Deve ser selecionada de modo a

assegurar que cada unidade a ser retirada para compor a amostra tenha a mesma
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probabilidade de ser escolhida. Cada amostra deve possuir um tamanho € uma
composicio de modo a assegurar que, se varias subamostras forem tomadas para a
analise, as variagdes sejam insignificantes (ABARKELI 1991; KRATOCHVIL 1985,
1987).

Uma amostragem adequada para analise de residuos de agrotoxicos representa
um problema complexo, em virtude, principalmente, da possibilidade de as
concentragdes serem baixas e ndo uniformemente distribuidas (LARA 1988). A
distribuiggo de residuos de agrotdxicos em um campo tratado depende de varios fatores
como: o tipo de aplicagio ¢ de formulagfio, o mimero de tratamentos, a dosagem
(litro/hectare), o tamanho e a posigio dos bicos de pulverizagdo, o modo de cultivo, a
variedade € o tipo de cultura, a degradagiio quimica, as caracteristicas do solo e as
condigdes climiticas durante a aplicagdio. (ABARKELI 1991).

O método de amostragem utilizado foi ao acaso. Os frutos foram coletados
aleatoriamente, de diversas partes de mamoeiros individuais, simulando o procedimento
normal de colheita, de uma forma representativa.

Segundo o estabelecido pelos Codex Alimentarius 0 mamgo esté classificado no
Grupo de frutas diversas - tipo 1, de origem tropical ou subtropical com a casca nfio
comestivel, e cada amostra , geralmente enfre 50 ¢ 100g, deve conter no minimo' 12

unidades, sendo que deve pesar no minimo 2kg (TOLEDO e col. 2002 p. 70).

No presente estudo, as amostras foram coletadas por profissional experiente em

realizar estudos de residuos no campo, de acordo com as Boas Praticas Agricolas.

Foram coletadas Skg de maméo Carica papaya L de cada ensaio de campo. com

aproximadamente 50 frutos cada.

3.1.5 Acondicionamento, identificacfio, transporte e armazenamento de
amostras

As amostras foram embaladas em saco de polietileno e devidamente
identificadas, foram armazenadas refrigeradas, sendo enviadas ao laboratorio, pelo

correio, dentro de uma caixa de isopor de primeiro uso com gelo reciclavel.
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3.1.6 Cuidados para evitar contaminagiao

Segundo determinado pela FAO/WHO (1993), foram tomados diversos
cuidados, conforme segue, a fim de conservar as amostras e evitar contaminago:

e Na&o se coletaram os frutos de mamio utilizando roupas, mios ou instrumentos
de coleta sujos (contendo terra, substincias quimicas, 6leos, agrotoxicos ou
outros);

e Manusearam-se cuidadosamente as amostras para evitar a remog¢do de residuos
de agrotdxicos;

¢ Nio se conduziram as amostras em veiculos que transportam produtos quimicos
em geral;

3.1.7 Amostras

e Amostra controle
Matriz da mesma espécie, previamente analisada, ¢ que nédo apresente os analitos

de interesse, para validag@o de métodos analiticos.

¢ Amostra testemunha
Matriz da mesma espécie submetida ds mesmas condigbes de campo, sem
aplicag@o de dtiocarbamatos, utilizada para verificar a existéncia de outras substincias
que possam interferir na andlise ¢ pode também ser utilizada nos ensaios de
conformidade de validagfo dos métodos. CondicGes ‘para escolha de dreas de estudo

testemunha estdo descritas no item 3.1.2.

As amostras testemunhas foram coletadas trés dias apds o tratamento e antes das
coletas das amostras tratadas nos trés locais de estudo: Lins-SP, Linhares-ES € no
extremo sul da Bahia. E no caso do estudo de dissipagio de residuos de mancozebe e
etilenotiouréia, em Lins-SP, foi coletada uma outra amostra testemunha 12 dias apds o
tratamento.
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e Amostra tratada

Amostra de mam#o, submetida a aplicacio da formulagio de mancozebe na dose

normal e dose dupla de acordo com as Boas Praticas Agricolas.

Apos a coleta das amostras testemunhas, foram coletadas as amostras tratadas

com dose normal e, apds, as com a dose dupla.

Para realizar o estudo de dissipa¢io dos residuos de mancozebe ¢ ETU em Lins-
SP, a primeira coleta foi realizada no dia da altima aplicagfio, imediatamente apés a
secagem do produto pulverizado e as demais foram feitas em 3, 6, 9 e 12 dias apés o
tratamento (DAT).

e Amostra de laboratério
Uma amostra coletada ¢ muito maior do que uma amostra necessria para
analise. Os frutos de cada amostra foram quarteados e rejeitados os quartos opostos até
redugdio para aproximadamente lkg, cortados em pequenos pedagos, misturados e
colocados em recipientes de vidro com tampa, devidamente limpos ¢ descontaminados.
As amostras foram estocadas congeladas em freezer. temperatura de -20° C, até o

momento das analises.

e Amostra fortificada
Amostra controle, na qual ¢ adicionada determinada concentragfio do analito a

ser determinado.

3.1.8 Nimero de amostras

Foram analisadas 41 amostras, sendo 27 para a realizagio dos ensaios de
conformidade de validagdo (Tabela 16), 9 amostras para os estudos de residuos
remanescentes da aplicagdo de EBDC (mancozebe) (Tabela 17), € mais 5 amostras para

os estudos de dissipagio de EBDC e de ETU, totalizando 55 determinagdes. (Tabela 18).
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Tabela 16 - Numero de amostras para realizagido dos ensaios de conformidade de

validaciio

AMOSTRA TOTAL
Maméo Carica Papaya L.
Controle* 6
Fortificada** 1 6
(LQ)
Fortificada** 2 6
(2x LQ)
Fortificada** 3 6
>5xLQ)
Fortificada** 4 3
(0,2 mg/kg de mancozebe)
Total 27

* Amostra controle: matriz da mesma espécie, previamente analisada, e que nio apresente os analitos de

interesse, para valida¢fio de métodos analiticos;

** Amostra fortificada: amostra controle, na qual € adicionada determinada concentragfio do analito a ser

determinada para realizagio dos estudos de recuperagio;

LQ: Limite de Quantificaciio do método (os niveis adicionados encontram-se descritos nos itens 3.2.6.)

Utilizaram-se as amostras controle e amostras fortificadas descritas na Tabela 16,

para realizacfo dos ensaios de conformidade de validagio para determinagéo de residuos

de EBDC (mancozebe) e de Etilenotiouréia, conforme métodos descritos nos 3.3.1 e

3.3.2
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Tabela 17 - Nimero de amostras tratadas para determinacio de residuos

etilenobisditiocarbamato (mancozebe) e etilenotiouréia de acordo com o tratamento

e procedéncia.

PROCEDENCIA AMOSTRA N° de COLETA | DAT | NUMERO DE
Mamio Aplicagies (verio) AMOSTRAS
Carica Papaya L.
Lins-SP Testemunha 0 Novembro 3 1
Linhares- ES Testemunha 0 Dezembro 3 1
Sul -BA Testemunha 0 Janeiro 3 1
Lins-SP Tratada 1 6 Novembro 3 1
PM (160g ia‘ha)
Linhares- ES Tratada 1 6 Dezembro 3 1
PM (160g ia/ha)
Sul -BA Tratada 1 6 Janeiro 3 1
PM (160g ia‘ha)
Lins-SP Tratada 2 6 Novembro 3 1
PM (320g ia/ha)
Linhares- ES Tratada 2 6 Dezembro 3 1
PM (320g ia‘ha)
Sul -BA Tratada 2 6 Janeiro 3 1
PM (320g ia/ha)
TOTAL 9

DAT - Dias apds o tratamento; PM: poé molhédvel (forma de uso).
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Tabela 18 - Niamero de amostras tratadas para estudo de dissipacio de

etilenobisditiocarbamato (mancozebe) e etilenotiouréia, Lins-SP.

AMOSTRA N°DE COLETA DAT | NOMERO DE
Mamdo APLICACOES (verio) AMOSTRAS
Carica Papaya L.
Testemunha 0 Novembro 12 1
Tratada 1 6 Novembro 0 1
PM (160g ia/ha)
Tratada 1 6 Novembro 3 1*
PM (160g ia/ha)
Tratada 1 6 Novembro 6 i
PM (160g ia/ha)
Tratada 1 6 Dezembro 9 1
PM (160g ia‘ha)
Tratada 1 6 Dezembro 12 1
PM (160g ia/ha)
TOTAL 6

DAT: Dias apds o tratamento; PM: P6 molhavel (forma de uso da formulagdo); ia/ha: ingrediente ativo

por hectare.

* Mesma amostra da Tabela 17.

Foram analisadas amostra testemunhas, e amostras de mamdo tratato, tratamento
1 e 2 de cada localidade estudada, para estudo de residuos de EBDC (mancozebe) e

ETU, remanescentes da aplicagdo de mancozebe (Tabela 17), além de mais 1 amostra-

testemunha ¢ 4 amostras de maméo tratado, tratamento 1, coletadas em Lins-SP, para
realizagdo dos estudos de dissipacio (Tabela 18), totalizando 14 amostras para

realizagdo de 28 determinagSes analiticas.
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3.2 Valida¢do de método analitico para determinacio de ditiocarbamatos
(CS,) e de etilenotionuréia em mamio

O uso de um determinado método analitico deve ser precedido da verificaggio
de sua aplicabilidade ao propésito especifico. A validagdio dos métodos propostos
consiste na avaliagdo dos pardmetros: otimizacdo das condi¢des analiticas, efeito da
matriz ou especificidade, limite de detecgdio, limite de quantificag@o, linearidade,
recuperagdo, precisdo, exatiddo. A avaliagio desses pardmetros em uma determinada
matriz permite verificar a aceitabilidade e aplicabilidade de um método (FAQ/WHO
1993).

3.2.1 Otimizacio das condicdes analiticas

As condi¢des cromatograficas e espectrofotométricas foram otimizadas de
modo a se obter um cromatograma com boa resolugfio para o pico de interesse (ETU) e
uma boa leitura no comprimento de onda estudado (ditiocarbamatos) e estdio descritas

nos itens 3.3.1 e 3.3.2.

e Repetibilidade do tempo de retencio
Uma solugiio padriio de ETU foi injetada cinco vezes para determinar o tempo de
retengdio. Foi calculado o coeficiente de variagio (%CV) para verificar se a variagdo

estava dentro do limite aceitavel, ou seja, inferior a 5% (GARP 1999).

e Repetibilidade da resposta do detector
Foi determinada a precisio da resposta do detector, injetando cinco vezes, uma
solugdio padrio do analito, sendo que o limite aceitdvel para o coeficiente de variagio

(%CV) calculado € de até 5% (GARP 1999).

3.2.2 Especificidade

Os métodos devem ser capazes de determinar os analitos pa presen¢a da
matriz.
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¢ Anailise em branco do método
Andlise em branco é a realizagdio de todo o procedimento analitico sem a
presenca da amostra e do analito estudado para verificar a auséncia de interferentes na
regifio de estudo provenientes de solventes, vidraria, reagentes € outros.
Foram analisados os brancos dos métodos de acordo com os procedimentos
descritos em 3.3.1 e 3.3.2, na auséncia de mamdo e de ditiocarbamato e etilenoticuréia,
para verificar a existéncia ou ndo de interferentes na andlise, possivelmente provenientes

de solventes, vidraria, reagentes e outros.

e Anilise da amostra testemunha
Amostras testemunha de mamdo, ndo submetido a qualquer tratamento com
ditiocarbamatos, foram analisadas em triplicata, segundo os procedimentos descritos em

3.3.1 ¢ 3.3.2, para verificar a existéncia ou néo de interferentes na analise.

3.2.3 Limite de Detecciao (LD)

O limite de detec¢do (LD), definido como a concentragio minima do analito em
uma amostra que pode ser detectada com certa confiabilidade, porém, ndo quantificdvel
com precisdo aceitdvel, sob uma condigdo analitica pré-determinada. Quantidade do
analito com resposta, de no minimo, trés vezes maior que o nivel de ruido do sistema de

detecgio (EUROPEAN COMISSION 2000a)

3.2.4 Limite de Quantificacfio (LQ)

O limite de quantificagdio do método € definido como a menor concentragéo do
analito em uma amostra que se pode determinar com precisfio aceitavel. (EUROPEAN
COMISSION 2000a). O intervalo de aceitabilidade para os valores individuais de
recuperagdo para cada nivel de fortificagiio € de 70 a 110% e o coeficiente de variagéio
percentual (CV%) em relagfio 4 média para cada nivel estudado deve ser igual ou menor
que 15%. (EUROPEAN COMMISSION 2000b; FAO/WHO 1993). A EPA (1996)

considera valores de recuperagdes entre 70 e 120 % para aceitabilidade de métodos.
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O limite de quantificagdo foi obtido por adigio de mancozebe e de ETU 4
amostra de mamdo controle, nas concentragdes de 0,01 mgkg e 0,5 mgke,
respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicatas, segundo os procedimentos
descritos em 3.3.1 e 3.3.2. Foram calculadas as recupera¢des em percentagem, médias,

desvios padro e coeficientes de variagdo para verificar aceitabilidade dos resultados.

3.2.5.Estudo da faixa de linearidade de resposta do detector

O intervalo da faixa de linearidade da resposta do detector, ou seja, as
concentragdes nas quais a intensidade de resposta do detector é diretamente proporcional
as concentragdes de CS, e de ETU, respectivamente, foi obtido através da determinagéo
da resposta do detector com solugdes-padrio de CS; e de ETU em diferentes
concentra¢des, conforme descrito em 3.3.1 e 3.3.2, respectivamente.

Considera-se aceitivel para analise de residuos de agrotdxicos curvas com
coeficiente de correlagdo > 0,995. De acordo com a ABNT (1998), uma curva de

regressdo aceitdvel deve apresentar um coeficiente de correlagéo maior ou igual a 0,99.

s Curva de calibracio

Para o preparo das curvas de calibragdo foram utilizadas solugGes-padrio de
trabalho de CS, e ETU em diferentes concentracdes, dentro da faixa de linearidade do
detector, descritas em 3.3.1 € 3.3.2.

3.2.6 Estudos de recuperacio
Para os estudos de recuperagio de ETU, foram preparadas, em friplicata,
amostras controle de mamio com adigdo de 1 mL de cada solucio-padriio nas
concentragdes de 0,2 ng/mL, 0,4 ng/mL, 2 ng/mL, respectivamente, a 20 g de amostra
controle, para obter concentragdes de 0,01 mgkg e¢ 0,02 mgkg e 0,12 mgkg,
respectivamente, e, analisadas em seguida, segundo o procedimento descrito em 3.3.1.
Para os estudos de recuperacgio de mancozebe, foram preparadas, em triplicata,

amostras controle de mamio com adi¢io de 0,0060 g, 0,0150 g, 0,0300 g e 0,0900 g de
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lactose com 1% de mancozebe, respectivamente, a 300g de amostra controle, para obter
concentragdes de mancozebe no mamdio de 0,2 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1,0 mgkg e 3,0
mg/kg, respectivamente, e, analisadas em seguida, segundo o procedimento descrito em
3.3.2.

Foi calculada a relacdio entre a concentragiio encontrada ¢ a concentragiio
adicionada para cada amostra fortificada, em porcentagem, ou seja, as respectivas
recuperages, a média, o desvio-padrio e o coeficiente de variagdo para cada nivel

estudado.

3.2.7 Exatiddo

Exatidéo ¢ quio proxima uma medida esta de seu valor verdadeiro. Em analise
de residuos, € determinada com base nos resultados de recuperagfio em todos os niveis

analisados.

O intervalo de aceitabilidade para os valores individuais de recuperagfio é de 70 a
110% (FAO/WHO 1993; EUROPEAN COMISSION 2000b). A EPA (1996) considera
valores de variabilidade para determinagfio da aceitabilidade de métodos recuperagdes
entre 70 e 120%.

Recuperagdes ndo demonstram por si exatidio ou tendéncias de resultados.
O laboratério deve participar em testes interlaboratoriais de proficiéncia quando

disponiveis e acessiveis.

3.2.8 Precisdo

Preciséio ¢ quio dispersa uma medida estd em relagio 4 média. Em andlise de
residuos, € determinada com base nos experimentos de recuperagfio em cada nivel

estudado.
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O coeficiente de variagdo percentual (CV%) em relagdo a4 média deve ser 15%.
(EUROPEAN COMMISSION 2000b). Ele sera calculado como:

S
CV = — x 100,
X
Onde:
S= desvio-padrio;
X=média.

3.2.9 Repetibilidade
Repetibilidade € a dispersdo dos resuitados de recuperagio, usando o mesmo
método, a mesma matriz, em um unico laboratério, dentro de um curto periodo, onde
ndo ocorram diferengas em materiais ¢ equipamentos usados e/ou analistas envolvidos.
O coeficiente de variagfio percentual (CV%) em relagfio 4 média para cada nivel

de fortificagio deve ser 15% (EUROPEAN COMMISSION 2000b).

3.2.10 Reprodutibilidade externa

E a dispersio dos resultados de recuperagfio, usando o mesmo método em
diferentes laboraférios, por diferentes analistas ou dentro de um periodo, onde podem
ocorrer diferengas em materiais e equipamentos usados. Para verificar a confiabidade
analftica, a equipe do laboratdrio de Residuos de Pesticidas do Instituto Adolfo Lutz,
onde as analises foram realizadas, participou do “Programa Interlaboratorial de Analise
de Etilenobisdiocarbamatos” a nivel nacional, organizado pela Associagdo Grupo de
Analistas de Residuos de Pesticidas (BARRETTO 2001) e participa do Estudo
Interlaboratorial de ditiocarbamatos em polpa de banana, coordenado pela Fiocruz —
INCQS (INCQS 2003). Em relagfio a ETU, nfo se sabe sobre a existéncia de programas
de controle de qualidade analitica. Foi enviada uma amostra de mamgo, previamente
analisada e que continha ETU, para um laboratério de controle de qualidade de indistria
para confirmag&o do resultado.
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3.2.11 Reprodutibilidade interna

E aquela produzida em um tnico laboratério sob determinadas condigdes
analiticas (EUROPEAN COMMISSION 2000a). Estudo de recuperagbes de
ditiocarbamatos em mamio foi realizado em periodo distinto e por outro analista no
Laboratério de Residuos de Pesticidas do Instituto Adolfo Lutz (VIEIRA E TOLEDOQO
1999).

3.2.12 Robustez

Robustez de um procedimento analitico ¢ a medida de sua capacidade de produzir
resultados equivalentes mesmo com pequenas variacfoes deliberadas em parimetros do
método e indica sua confiabilidade durante o uso normal. Pode ser avaliada apds
implantac¢&o, quando pardmetros sdo intencionalmente modificados, tais como: analistas,
variedades de matrizes, dias de analise, marcas de reagentes/solventes, equipamentos,
laboratérios. Estudo de recuperagdes de ditiocarbamatos em maméo foi realizado em

periodo distinto por outro analista.

3.3 Métodos analiticos

3.3.1 Método para determinacgio de residuos de etilenotiouréia (ETU)

O método utilizado para determinagio de residuos de ETU foi o preconizado por
DISERENS (1991) que introduziu uma etapa de purificagio no método descrito por
KOYABASHI e col. (1986) citado por DISERENS (1991 p. 70).

A escolha por trabalhar com HPLC deveu-se ao fato de poder determinar ETU
diretamente, sem necessidade de derivatizag@o, trabalhar em temperatura ambiente, ser
possivel o controle do pH, requerendo ainda menos tempo de anilise e utilizando menos

reagentes,
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* Especificidade
Neste estudo o0 método foi testado em amostra de mamao Carica Papaya L..
Porém, ele pode ser aplicdvel em outras amostras de frutas e vegetais, desde que seja
feita a validacio para cada matriz de interesse.
¢ Principio do método
A ETU € extraida da amostra de fruta devidamente homogeneizada com metanol.
O extrato orgénico é concentrado e apds ajuste do pH é feita uma purificagdio em coluna
de Extrelut. O eluato é concentrado e filtrado. A determinagdo ¢é feita por cromatografia
a liquido de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (UV) (DISERENS 1991).
e Material
a) Equipamentos
-Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) com detector de UV, bomba
quaterndria, amostrador automatico, microcomputador com Chemstation;
-Sistema de purificacio de agua para HPLC;
-Balanga analitica;
-Balanca semi-analitica;
-Homogeinizador;
-Rotavapor;
-Bomba de vacuo;
-Estufa.
b) Padriio, solventes, reagentes.
-ETU - padrio analitico certificado;
-Diclorometano grau residuo;
-Alcool metilico grau HPLC;
-Acetonitrila grau HPLC;
-Hidroxido de Sédio p.a.;
-Solucéo a 10 % de NaOH.
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¢) Vidrarias e outros materiais

-Funil com didmetro de 9 cm;

-Papel de filtro;

-Filtro de 0,45 pm;

-Papel indicador de pH universal;

-Coluna de Extrelut;

-Sistema de filtra¢8o com filtro de placa porosa;

-Kitassato de 1000 mL;

-Tubos graduados com tampa de 10 mL;

-Microseringas de vidro de 10 mL;

-Pipetas volumétricas de diferentes capacidades;

-Pipetas Pasteur;

-Baldes volumétricos de diferentes capacidades;

-Baldes de 200 mL para rotavapor;

-Frasco de vidro de 3 mL, com tampa de teflon, para amostrador automético;

-Béqueres;

-Provetas graduadas de diferentes capacidades;

-Filtros de membranas de celulose de 0,45 pm.

e Solug¢io-padrao e sua preparacio

a) Preparo da solugsio estoque

Foi pesado, em balanga analitica, 0,0952 g do padrEo de ETU em bequer de 10
mL ¢ dissolvido em metanol. A solugéo foi transferida quantitativamente para um baléo
volumétrico de 100 mL, completando o volume. Apds, foi realizada a transferéncia para
um frasco de vidro com tampa e batoque de teflon, devidamente identificado e
armazenada em freezer. A partir dessa solugdo na concentragiio de 952 pg/mL foram
preparadas as solu¢des intermediarias.

b) Preparo das solucdes intermedidrias

A partir da solugdo estoque, foi pipetado 0,1 mL para um baldo volumétrico de
10 mL, compietando o volume com a fase mével. A partir desta solugdo de 9,52 ng/uL.
foram preparadas as solugdes de trabalho.
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¢) Preparo das solucdes de trabalho
A partir da solugio intermedidria, foram pipetados diferentes volumes para os
respectivos bales volumétricos de 10 mL, completando o volume com a fase movel. As
solugdes foram transferidas para os respectivos frascos de vidro com tampa e batoque de
teflon, e, posteriormente, para os frascos do injetor automatico, e foram devidamente
identificadas.
As solugdes de trabalho foram preparadas em pelo menos cinco niveis de
concentragio (1/2LQ, 1LQ, 2LQ, 5LQ ou 10LQ) para construgio da curva-padrio.
* Reagentes
-Solugdo de Hidréxido de Sédio a 10 %: Pesou-se 10,0 g de NaOH em balanca
semi-analitica, dissolvidas e avolumada em 100 mL de 4gua;
-Solugdo de Hidréxido de Sédio a 1 %: Pesou-se¢ 1,0 g de NaOH em balanga
semi-analitica, dissolvidas e avolumada em 100 mL de dgua.
e Preparaciio da Amostra
As amostras (casca + semente + polpa) foram quarteadas, cortadas em pequenos
pedagos, homogeneizadas, transferidas para frascos de vidro com tampa, identificadas, e
armazenadas congeladas.
e-  Extracio e purificacio
Uma aliquota de 20,0 g da amostra homogeneizada foi pesada em um béquer. A
extragdo foi feita 100 mL de &lcool etilico sob agitagdo por 30 minutos e, ap6s, foi
filtrada a vacuo. A etilenotiouréia foi reextraida com mais 50 mL de alcool metilico. Os
filtrados foram transferidos para um baldo de fundo chato e boca esmerilhada e
concentrados em rotavapor, sob temperatura de 50° C em aproximadamente 10 mL. Foi
resfriado para a temperatura ambiente e ajustou-se o pH a aproximadamente 8,5, com
uma solugdo de Hidréxido de Sédio a 10%. Transferiu-se o extrato para uma coluna de
Extrelut seca, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, lavando o baldo para transferéncia
quantitativa com agua em pH 8,5. Ap6s 20 minutos, foi eluida com 220 ml de
diclorometano, recolhendo o eluato em baldo de fundo chato contendo 5 mi. de 4dgua
purificada para HPLC. O elutato foi concentrado em rotavapor a 50°C até a visualizagdo

de uma tUnica fase. Apds resfriamento & temperatura ambiente, foi transferido
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quantitativamente para um balfo de 10 mL ¢ avolumado com 4gua. Apds a filtragdo em
membrana de celulose de 0,45 pm, com o auxilio de uma seringa de vidro de 10 mlL,
realizou-se a transferéncia do filtrado para um frasco de vidro com tampa e batoque de
teflon e, posteriormente, para o frasco do amostrador automatico.
¢ Condigdes cromatograficas
-Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia HPLC 1100, com detector de UV,
bomba quaternaria, amostrador automético, microcomputador com Chemstation;
-Detector de UV( comprimento de onda: A =240 nm);
~Coluna: aco inox, 125 mm x 4 mm, fase estacionaria: Spherisorb ODS 2 - 5 um;
-Fase movel: 2% de acetonitrila em 98% de agua purificada para HPLC;
-Fluxo da fase movel: 0,75 mL;
-Temperatura: 30° C.
e Construgiio da curva-padrio
Foram injetadas as solugdes de trabalho do padrdo de ETU para construgfio da
curva de calibragéio, dentro da faixa de linearidade do detector.
¢ Determinacio
A andlise qualitativa foi feita por padronizacio externa, através da comparagio
do tempo de retengdo da ETU.
e Calculos
A anélise quantitativa foi feita através da curva de calibragdo, por comparagéo de
area. A concentragdo de ETU foi determinada, levando em consideragio o fator de
diluigdo e a quantidade de amostra, pela equagéo:
Rv=CxVxf,
P
Onde:
Rerv = residuo de ETU na amostra (mg/kg); C = concentragdo de ETU na
solugfio final extraida do maméo (ug/mL); V = volume da solugio extraida (mL);P =
peso equivalente da amostra extraida (g); f = fator de diluigéo.



73

O resultado deve ser expresso em miligrama de etilenotiouréia por quilograma da

amostra (mg/kg).

3.3.2 Método para determinagiio de residuos de ditiocarbamatos

O método analitico utilizado para determinagfo de residuos de mancozebe foi o
proposto por Keppel, apropriado para as andlises de monitoramento dos residuos dos
ditiocarbamatos em alimentos (KEPPEL 1969, 1971; THIER e ZEUMER 1987).

o Especificidade
O método foi validado para amostra de mamao Carica Papaya L. E aplicavel em
outras amostras de frutas e vegetais, desde que seja feita a validagdio do método para a
matriz de interesse.
e Principio do método
Os ditiocarbamatos, incluindo os EBDC, sdo determinados pelo método de
evolugiio de CS;. Consiste na decomposigdio de ditiocarbamatos em meio de solugiio de
cloreto estanoso e acido cloridrico, gerando dissulfeto de carbono, que, apés purificagéio
é coletado em uma solugio etandlica de acetato de cobre e dialcool etilicoamina. Dois
complexos clipricos de ditiocarbamatos [ciprico-N,N-bis(2-hidroxi etil)] sdo formados e
medidos em conjunto por espectrofotometria na regido do visivel em comprimento de
onda de 435 nm contra um reagente de cor em solugio etandlica.
e Material
a) Equipamentos ¢ Acessorios
-Espectrofotdmetro B 382 Micronal, com celas de quartzo de 10 mm;
-Manta de aquecimento;
-Balanga analitica Metler Toledo AB 204;
-Balancga semi-analitica Metler B4000;
-Estufa Fanen.



74

b) Vidraria

Aparelho de destilagdo e decomposigdo (1 baldo de 1 litro com 3 bocas, 1
destilador, 1 funil de separagdo, condensador, tubos lavadores e gases, conexdes
apropriadas), conforme Figura 5.

-Baldo de 3 bocas de 1000 mL;

-Pipetas volumétricas de diferentes capacidades;

-BalGes volumétricos de diferentes capacidades;

-Béqueres de diferentes capacidades;

-Pipetas Pasteur;

-Provetas graduadas de diferentes capacidades;

-Baldo de fundo redondo de 1000 mL com 3 bocas;

-Condensador;

-Frascos em U de 100 mL com conecgéio esférica (figura 3);

-Funil de separacgiio de 300 mL;

-Espétulas.

¢) Padroes, Reagentes

-Alcool etilico p.a.;

-Mancozebe - padréio analitico certificado;

-Dissuifeto de Carbono {CS;) de alto grau de pureza

-Hidréxido de sodio p.a;

-Acido cloridrico p.a;

-Acetato de chumbo p.a;.

-Acetato de cobre p.a.;

-Dietanolamina p.a;.

-Cloreto estanoso p.a.;

-Lactose p.a.;

-Nitrogénio comum;

Agua destilada e desmineralizada.
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e Preparo das solug¢des-padrio

Soluciio S;: Em um baldo volumétrico de 50 mL contendo 40 mL de etanol,
pesou-se 1 mL de dissulfeto de carbono (6 = 1,266g/mL) , completando o volume com
etanol.

Solug@o S;: Foi tomada uma aliquota de 5 mL da solugio S; para um baldo
volumétrico de 50 mL, completando o volume com etanol.

Solugdio S3: Uma aliquota de 5 mL da solugfio S; foi transferida para um baldo
volumétrico de 250 mL, completando o volume com etanol.

Solugées de trabalho: Em um baldo volumétrico de 25 mL que ja continha 15,0
mL da solugdio R4 (reagente de cor) foram pipetados: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0;
9,0 mL da Solugiio S; e o0s volumes foram ajustados com etanol, resultando nas
concentragdes de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16.0; 18,0 pg de CS; por mL,
respectivamente.

e Reagentes e suas preparacoes

Branco de reagentes: Foi preparado com 15 mL da Solugéo Ry, completando o
volume em um balfio volumétrico de 25 mL com etanol.

Solug¢io Ry: Acetato de chumbo: foram dissolvidas 30,0 g de acetato de chumbo
em agua com aquecimento, completando o volume em um balfo volumétrico de 100
mL.

Solugiio R;: Acetato de cobre: 0,4 g de acetato de cobre monohidratado
[Cu(CH3COO0)2H,0] foi dissolvido em 200 mL de etanol com aquecimento leve,
completando o volume com etanoi, em um bal&o volumétrico de 250 mL.

Solucdio Ri: 25 mL da solugdo R, foram diluidas com etanol em um baldo
volumétrico de 100 mL

Solu¢do Ry: Reagente de cor: Foram adicionados 100 mL de etanol, 30 mL da
Solugdio Rz e 25,0 g de dietanolamina em um baldo volumétrico de 250 mlL,
completando o volume com etanol.

Solugio Rs: Cloreto estanoso: Foram dissolvidas 40,0 g de cloreto estanoso
dihidratado (SnC12 2H20) em acido cloridrico (HCI) ¢ a soluggio foi avolumada em um
baldo volumétrico de 100 mL.
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Solug¢io Rg: Foram adicionados 20 mL da solugdo Rs e 20 mL de 4cido
cloridrico em dgua, completando o volume a 200 mL.
Solugio Ry:. Hidroxido de sddio: Pesou-se 10,0 g de hidroxido de sédio,
dissolvidos em 4gua e avolumados a 100 mL em balfio volumétrico.
e Preparacio da amostra
As amostras foram quarteadas, cortadas em pequenos pedagos, homogeneizadas,
transferidas para frascos de vidro com tampa, identificadas, e armazenadas congeladas.
o Decomposicio e destilagio:
Utilizou-se a vidraria para decomposi¢éo de ditiocarbamatos e destilagio de CS;

formado, conforme montagem representada na Figura 5.

10 mL 9.0 am

oceloio de

dhumbo

r eogenie de
Espedficogoes do gparelhe =
-Yido deberesilicoia
240 rol -Bdéo de500 i e boco de 24 x 40
- duntos de 13/5 ¢ 28/15
Figura 5 —~ Esquema da montagem da vidraria para decomposicio de

ditiocarbamatos e destilagio do CS; formado.
® Procedimento
Foram pesados e transferidos 300,0 g de cada amostra para um baldo de fundo
redondo de 1000 mL e com 3 bocas. O condensador foi conectado na boca central € a

conecgdo de entrada do nitrogénio e o funil de separagio contendo 240 mL da Solugdo
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R¢ nas bocas laterais. Foram conectados ao condensador, em segiiéncia, trés frascos
lavadores de gases, adicionando-se a cada um respectivamente: 10 mL da Solugéo R;, 10
mL da Solugdo Ry, 15 mL da Solugdo R;. Aquece-se o baldo contendo a amostra e a
solugdo Re até a ebuli¢do por 60 minutos, sob corrente de fluxo brando de nitrogénio.
Ap6s, o fluxo de nitrogénio foi interrompido ¢ o terceiro frasco lavador é desconectado.
O contetido do terceiro frasco lavador foi transferido para um baldo volumétrico de 25
mL, completando o volume com etanol. Foi feita a leitura da absorbéncia dos complexos
cupricos de ditiocarbamatos formados em espectrofotometro na regifio do visivel em

comprimento de onda A= 435 nm contra o branco de reagentes.

o Condigdes espectrofotométricas
Espectrofotémetro UV visivel, com celas de quartzo de 10 mm, comprimento de
onda (A=435 nm).
e Preparaciio da curva-padrio
Foi feita a leitura das absorbdncias de todas as solu¢lies de trabalho em
espectrofotbmetro, a 435 nm contra o branco de reagentes. A curva-padriio foi tracada
pelos valores das absorbéncias versus concentragfio de CS,, usando uma regressio linear,
e a escolha do intervalo de trabalho através do valor de correlagdo da reta.
e Determinacao
A absorbincia de cada amostra {espectrofotdmetro com A = 435 nm) foi lida e
comparada com a curva massa X absorbéancia.
¢ Calculos
O residuo em mg/kg de CS; foi calculado por padronizagfo externa através da
curva de calibragfio, levando em consideragfio o fator de diluigio e a quantidade de

amostra.
Para o cdlculo da concentragéio de dissulfeto de carbono na amostra utilizou-se a

formula:
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R=-—---- X V;

Onde: R = residuo de CS; na amostra (mg/kg); W = quantidade de CS; lido na
curva de calibragio (ug/mL); G = peso da amostra (g); V = volume final: 25 mL.

Fatores de conversdo do CS; para alguns etilenobisditiocarbamatos:

-Mancozebe = 1,776;

-Manebe =1,742;

-Zinebe =1,810.

O resultado é expresso em miligrama do principio ativo ou de CS; por
quilograma de amostra (mg/kg).

Devido a toxicidade dos compostos utilizados nas determina¢Ges analiticas
citadas neste item, foram utilizados equipamentos de prote¢fio em todo o procedimento,
tais como: capela apropriada, avental, luvas impermedaveis, péras de borracha. O descarte
do material utilizado foi feito em frasco apropriado, identificado, apés descontaminagio

prévia.

Todas as amostras foram analisadas pelos métodos descritos neste item. A
avalia¢io de conformidade dos métodos propostos foi feita conforme pardmetros

descritos no item 3.2.

3.4 Avaliacio de risco de exposiciio a EBDC e a ETU através da ingestiao de

alimentos

3.4.1 Risco de ingestio de mancozebe através do consumo de mamio

Com os valores de residuos de mancozebe e ETU, encontrados nas amostras de
maméo tratadas 1, dose normal de uso, considerando o maior valor encontrado de 1,8
mg/kg e 0,09 mg/kg, respectivamente (Figura 13), foi verificada a contribuigéo do risco,

pelo consumo de mamio em comparagio com a Ingestiio Didria Aceitavel.
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3.4.2 Estimativa da Ingestdo Didria Maxima Tedérica (IDMT) de EBDC

Para avaliar o risco de consumo de mancozebe e de ETU s#io necessarios dados
de residuos e de consumo para todos alimentos onde é permitido o uso de EBDC. Como
ndo existem dados de residuos para todas as culturas, foi feita uma estimativa de
ingesto pelo clculo da Ingestiio Diria Maxima Tedrica.

A estimativa da Ingestdo Didria Maxima Teérica foi calculada assumindo-se o
LMR (ANVISA 2003 e MINISTERIO DA SAUDE 2003) como o nivel de residuo em
cada alimento e utilizando-se, como dieta padrdo para o consumo de alimentos, maior
consumo médio per capita do total das regides metropolitanas pesquisadas no Brasil,
para cada alimento, conforme Pesquisa de Or¢amentos Familiares dos anos de 1995 e

1996 (IBGE 1998), segundo a equacéo:

IDMT =3 Cix LMR;

Onde:

C; = maior consumo médio per capita do total das regides metropolitanas
pesquisadas no Brasil, para cada alimento, conforme Pesquisa de Orgcamentos Familiares
dos anos de 1995 e 1996 {IBGE 1998), em kg de alimento por pessoa por dia;

LMR; = LMR correspondente ao alimento, em mg do agrotéxico por kg de
alimento.

Os valores das IDMT foram calculados pelos LMR estabelecidos pela Portaria
10 de 08/03/85 e atualizagdes, em vigor até 01/09/03, e pela legislagdo atual, Resolugéo
n° 165, publicada em 02/09/03.

Porém IDMT ¢ uma superestimativa da ingestdio real de residuos de agrotdxicos,
principalmente porque o LMR se aplica ao vegetal inteiro e “in natura”, que quase
sempre inclui uma por¢do ndo comestivel, como por exemplo: a casca. No presente
estudo a analise foi feita no fruto todo (casca + polpa + semente), pois de acordo com o
Codex Alimentarirus estudos de residuos em mamio devem ser realizados na fruta
inteira.(CODEX ALIMENTARIUS citado por TOLEDO e col. 2002 p. 70), além de que
alguns héabitos de consumo incluem a semente, ¢ também a casca (doce de mamio

verde). Porém, se a IDMT niio exceder a IDA, € altamente improvivel que seja excedida
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na pratica, desde que os LMR sejam estabelecidos para os principais usos do agrotoxico
e desde que sejam utilizadas as Boas Préticas Agricolas. Neste caso, ndo sdo necessarias

estimativas mais precisas para a ingestdo de residuos.

3.43 Comparagiio da Ingestio Didria Mixima Teoérica de EBDC com a

Ingestio Diaria Aceitiavel

Com os dados obtidos no item 3.4.2, foi estimada a IDMT de residuos de EBDC
para o total das culturas onde ¢ autorizado o uso de EBDC, ¢ foi comparada com a
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA). Os resultados foram expressos em percentagem (%) da
IDA.

3.4.4 Conversio da IDMT de EBDC para ETU e comparac¢io com a IDA

Como nio foram estabelecidos LMR para ETU na legislacgfio, foi estimado um
valor da IDMT para ETU, através da conversiio da IDMT de EBDC para IDMT de ETU.
Os fatores de conversdo foram baseados nos estudos de metabolizagéio e excregio de
ETU.

Estudos realizados por NELSON, em 1986, demonstram que 23 % de 100 mg/kg
de mancozebe podem ser convertidos a ETU em ratos. DIDONATO, em 1986, concluiu
que 6,4 % de 100 mg/kg de mancozebe, 13,6 % de 25 mg/kg de manebe, 9,5 % de 5
mg/kg de metiram, 22 % de 50 mg/kg de zinebe, sfo transformados a ETU em plasma
de rato. Porém, estes dados foram todos baseados no C'* total, sem converséo para o
respectivo peso molecular (NELSON 1986 e DIDONATO 1986 apud MAFF 1990 p.
74).

Aplicando o fator de conversdo para o peso molecular, considerando a maxima
conversdo in vivo, nos estudos citados, a porcentagem de mancozebe que se transforma
em ETU € de 8,7% (102 x 23: 270), e de manebe ¢ de 13,6% (102 x 13,6: 265,29). Com
estes fatores de conversio foram calculados os valores de ETU a partir das IDMT de

mancozebe € manebe, e foram comparados com a IDA.
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4 RESULTADOS
A hipétese da presenga de residuos de etilenotiouréia em maméo tratado com
etilenobisditiocarbamato (mancozebe) foi confirmada pelo presente estudo analitico.

Abaixo seguem os resultados obtidos em cada etapa do estudo.

4.1 Resultados dos estudos de conformidade de validacio dos métodos

analiticos

As condigdes cromatograficas foram otimizadas e obteve-se uma boa resolugéo
para o pico de ETU, com tempo de retenco médio de aproximadamente 2,6 minutos nas
condi¢bes descritas no 3.3.1, conforme pode ser observado na Figura 6.

O branco da andlise nfio apresentou interferentes no tempo de reteng¢do do ETU,
conforme pode ser observado no cromatograma da Figura 7.

Nio foram encontrados residuos de ETU nas amostras testemunhas no limite de
quantificagfo do método, que foi de 0,01 mg/kg. A amostra testemunha de mamé&o ndo
apresentou interferentes no tempo de retengéio de interesse. Ela apresentou um pico no
tempo de reten¢iio de 2,372 e o tempo de retengiio de ETU foi 2,561 conforme pode ser
observado nas Figuras 8 e 6, respectivamente.

Foi feita a verificagdo da aplicabilidade dos métodos propostos em amostra de
maméio Carica Papaya L., através da determinagio da porcentagem de recuperagéio em
multiplas amostras controle fortificadas e foram determinados os niveis de exatiddo e
precisfio, bem como os limites de quantificaciio (LQ) do método. A Figura 9 ilustra um

de cromatograma de amostra de maméo fortificada no nivel de 10LQ.
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Figura 9 — Cromatograma da amostra-fortificada (ETU 0,12 mg/kg) em HPLC/UV.
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Todas as curvas-padrdio utilizadas para o célculo de residuos de ETU e de
ditiocarbamatos (CS;) apresentaram coeficientes de correlagdo > 0,996. Na Figura 10
temos uma curva de calibragdo de ETU que apresentou um coeficiente de correlagdo

igual a 0,999, e na Figura 11, uma curva de calibragdo de CS; com coeficiente de

correlagdio igual a 0,998.

100 y =9,3335x - 1,737
80 R2 =0,9994
® 60
g 40
20
0 T T T 1
2 4 6 10
Concentra¢ao ug/imlL
Figura 10 — Curva de calibracéio de ETU
Curva de Calibragéo - CS2
1
gg 1 vy =0,0696x - 0,0622
1 T 2 —
2 071 R*=0,998
§ 0.6 -
£ 051
® 04
< 0,3 -
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0,1 -
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Figura 11 — Curva de calibragio de CS;,
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O método para determinagdio de residuos de ETU em amostras de maméo
apresentou uma boa precisdo com coeficiente de variagdo de 3,7 a 13,3%, dependendo
do nivel fortificado, conforme pode ser observado na Tabela 19, apresentando
recuperacdes de 80-110% e o coeficiente de variagio global de 10,4%, conforme Tabela
19.

O limite de quantificacdo para ETU foi de 0,01 mg/kg e o limite de detecgdo foi
de 0,005mg/kg.

Tabela 19 - Distribuic¢io des resultados das recuperacdes de ETU, desvio-padriio ¢

coeficiente de variaciio de acordo com o nivel de fortificagiio.

Nivel de Recuperaciio Meédia Desvio Cv
Fortificacio (%) Recuperacio Padrio (%)
(mg/kg) (%)
103
0,01 86 90 11,9 133
Q) 80
109
0,02 100 167 58 5,4
(2xLQ) 110
105
0,12 98 102 3,8 3,7
(10 x LQ) 104
> recuperagoes Variagio 99 10,3 10,4
80-110

Amostra fortificada: amostra controle com adigio de concentra¢fio conhecida de padrdo; Recuperagio:
relagiio entre a concentraglio enconirada e a concentragfio adicionada para cada amostra fortificada (em
porcentagem); LQ: limite de quantificago do método.

Os resultados do estudo de recuperagbes de mancozebe, a média, o desvio-padrédo e o

coeficiente de variagéo para cada nivel de fortiticagfio encontram-se na Tabela 20.
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O método para determinagdo de residuos de mancozebe em amostras de mamé&o
apresentou uma boa precisio, com coeficiente de variagfio de 4,8 a 13,2%, dependendo
do nivel fortificado, conforme pode ser observado na Tabela 20, apresentando

recuperacdes de 70 a 110% e coeficiente de variagéo global de 12,6 %.

Tabela 20 - Distribuicio dos resultados das recupera¢des de mancozebe, desvio-

padrio e coeficiente de variagiio de acordo com o nivel de fortificagiio.

Nivel de Recuperacgio Média Desvio- Coeficiente de
fortificacfo recuperacio padrio variacio
(mg/Kg) (%) (%) : (%)
110

0,2 95 102 8,7 8,5
(12LQ) 95
84

0,5 78 83 5,0 6,0
(LQ) 88
82

1,0 79 83 4,0 4,8
2xLQ) 87
70

3,0 89 77 10,2 13,2
(6xLQ) 73

Y Variaciio
recuperag¢des 70-110 86 10,9 12,6

Amostra - fortificada: amostra controle com adi¢do de concentragdo conhecida de padrdo; Recuperagéo:
relagdo entre a concentragiio encontrada ¢ a concentragiio adicionada para cada amostra fortificada (em
porcentagem); 1.Q): limite de quantifica¢éio do método.

O limite de detecgio foi de 0,1 mg/kg de mancozebe.

O limite de quantificagfio do método foi de 0,3 mg/kg de CS;, correspondente a

0,5 mg/kg de mancozebe.
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Em relagdo a reprodutibilidade externa, os resultados obtidos no Programa
Interlaboratorial de Analise de Etilenobisdiocarbamatos” a nivel nacional, organizado
pela Associagdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas pelo metodo
espectrofotométrico utilizado neste estudo, foram satisfatérios (BARRETTO 2001). O
resultado da amostra de mamio, previamente analisada e que continha ETU, enviada
para um laboratério de controle de qualidade de industria, foi confirmado.

Em relagdo a reprodutibilidade interna, foi realizado estudo de recuperagdes de
ditiocarbamatos em mamdo, em periodo distinto e por outro analista, apresenando
recuperagdes de 73 a 113 %, com coeficientes de variagdo dentro dos limites
aceitaveis (VIEIRA E TOLEDO 1999).

Em relagdo a robustez, estudos de recuperagdes de ditiocarbamatos foram
realizados em diferentes matrizes de frutas e legumes por outro analista e apresentaram

recuperagdes dentro dos limites aceitaveis.

4.2 Resultados dos estudos de residuos de mancozebe e de seu metabélito
ETU

Todas as amostras tratadas com mancozebe apresentaram residuos de ETU em
niveis que variaram de 0,01 mg/kg a 0,32 mg/kg, dependendo do tratamento e da
procedéncia, conforme Figuras 13 e 14. Na Figura 12 encontra-se um cromatograma da
amostra de mamdo tratado com mancozebe, tratamento 1 (160g i.a/ha), da localidade de

Lins-SP, como exemplo.
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Figura 12 — Cromatograma de uma amostra de maméo tratado com mancozebe.
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@ Mancozebe (mg/kg)
B ETU (mg/kg)

Residuo (mg/kg)

Linhares - ES Sul da Bahia Lins - SP
Procedéncia das amostras

Figura 13 - Resultado do estudo de residuos de EBDC (mancozebe) e
etilenotiouréia nas amostras de mamio tratado com mancozebe, tratamento 1

(160g ia/ha), de acordo com a procedéncia.

B Mancozebe (mg/kg)
@ ETU (mg/kg)

Residuo (mg/kg)

Linhares - ES Sul da Bahia Lins - SP

Procedéncia das amostras

Figura 14 — Resultado do estudo de residuos de EBDC (mancozebe) e
etilenotiouréia nas amostras de maméo tratado com mancozebe, tratamento 2 (320

g ia/ha), de acordo com a procedéncia.



88

Foram encontrados residuos de CS; em todas as amostras tratadas de mamao em
niveis que variaram de 0,5 mg/kg a 2,1 mg/kg calculados em mancozebe, conforme pode
ser observado nas Figuras 13 e 14.

Todas as amostras-testemunhas apresentaram residuos de CS; em niveis menores

do que o limite de quantificagdo do método que foi de 0,3 mg/kg de CS,.

4.3 Resultados dos estudos de dissipacdo de mancozebe e de seu metabdlito
ETU _

Os resultados do estudo de dissipagido de mancozebe e ETU, realizado na cidade de
Lins-SP, encontram-se na Figura 15.

B Mancozebe (mg/kg)
@ ETU (mg/kg)

Residuos (mg/kg)

0 3 6 9 12

Dias apds o tratamento

Figura 15 — Resultado do estudo de dissipacdo dos residuos de EBDC (mancozebe)
e etilenotiouréia nas amostras de mamao tratado com mancozebe, tratamento 1

(160 g i.a/ha), realizado em Lns-SP.

Foram encontrados residuos de mancozebe e ETU em todas as amostras de
mamdio tratado. Verifica-se que os valores de residuos de mancozebe permaneceram
praticamente inalterados, enquanto que os niveis de ETU decairam de 0,14 mg/kg (0

DAT) para 0,04 mg/kg, ap6s 12 dias do tratamento.
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4.4 Resultados da avaliacio de risco de exposi¢cio a EBDC e &4 ETU através

da ingestéio de alimentos

4.4.1 Risco de ingestio de mancozebe através do consumo de mamio

Com os valores de residuos de mancozebe e ETU, encontrados nas amostras de
mamio tratadas 1, dose normal de uso, considerando o maior valor encontrado de 1,8
mg/kg e 0,09 mg/kg, respectivamente (Figura 13), foi verificada a contribuigio do risco,
pelo consumo de mam@io em comparagdo com a Ingestio Didria Aceitdvel, e os

resultados encontram-se na Tabela 21.

Tabela 21 - Risco de ingestio de mancozebe através do consumo de mamio, em %

IDA.

Substincia | Valor Consumo | Ingestio | IDA IDA* %
encontrado | de mg/pes- (mg/kg | (mg/pes | IDA
(mg/kg) mamio® | soa/dia pc/dia) | soa/dia)
kg/dia
Mancozebe | 1,8* 0,01015 0,01827 0,03" 1,8 1,0
ETU 0,09% 0,01015 0,00091 0,002° 0,12 0,7

* considerando o maior valor encontrado no tratamento 1 (uso normal); a = considerando o peso médio de
uma pessoa igual a 60 kg; b= valor estabelecido pele CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO1998); ¢ =
valor estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO 1994); EBDC= etilenobis-
ditiocarbamatos (manccozebe, manebe, metiram e zinebe); IDMT= Ingestio Didria Maxima Tedrica;

IDA= Ingestiio Didria Aceitivel.

O risco de ingestdo de mancozebe e de ETU através do consumo de maméo, foi de
1,0% da IDA e 0,7% da IDA, respectivamente (Tabela 21).
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4.4.2 Resultados da estimativa da Ingestio Didria Maxima Teérica (IDMT)

de EBDC

A IDMT foi calculada pelos LMR da Portaria 10 de 08/03/85 e atualizagdes
(Tabela 22) e pela Resolu¢do 165 da ANVISA/MS em vigor a partir de 02/09/03
(Tabelas 23, 24 e 25), como o nivel de residuo no alimento, e utilizando-se, como dieta
padrio de alimentos, o maior consumo médio per capita dentre as regides
metropolitanas pesquisadas no Brasil (IBGE 1998).

A Tabela 22 apresenta o cilculo da IDMT para diferentes culturas, segundo
LMR estabelecidos pela Portaria 10 e suas atualizagSes (BRASIL 1985; ANVISA
2003).

Os resultados da estimativa da Ingestdo Diaria Méxima Teérica de EBDC pelo
consumo de frutas e de outros alimentos, encontram-se nas Tabelas 23 e 24,

respectivamente. A Tabela 25 apresenta o cilculo da IDMT para outros ditiocarbamatos.
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Tabela 22 -Estimativa da Ingestio Didria Msixima Tedrica de EBDC
(Portarial0)**
Alimento Consumo* Mancozebe Manebe

kg/ano | Cj(kg/dia) | LMR (Ci x LMRj) | LMR (Cj x LMRj)
Banana 20,965 0,05743 1,0 0,05743
Citros 36,325 0,09952 0,5 0,04976 1,0
Macd 4,509 0,01235 3,0
Mamio 3,705 0,01015 5,8 0,56750 7,0 0,07105
Manga 2,493 0,00683 2,0 0,01366
Melancia 6,285 0,01721 1,0 0,01721
Meldo 1,648 0,00451 0,5 0,00225 1,0 0,00451
Morango 1,796° 0,00492 1,0 0,00492
Péra 1,519 0,00416 3,0 0,00124
Péssego 2,246° 0,00615 3,0 0,01845
Uva 2,171 0,00594 3,0 0,01784
Alface 1,126 0,00308 10,0 0,03080
Brocolis 0,051° 0,00013 0,5 0,00006
Chicéria 0,051° 0,00013 10,0 0,00130
Couve 1,693 0,00463 0,5 0,00231
Couve flor 1,124 0,00307 0,5 0,00153
Espinafre 0,051° 0,00013 10,0 0,00130
Repolho 1,468 0,00402 0,5 0,00201 10,0 0,04020
Abobbora 2,247 0,00615 1,0 0,00615
Aipo 1,819°|  0,00514 1,0 0,00514
Algodédo 0,888¢ 0,00243 0,2 0,00048 '
Amendoim 0,940" 0,00257 0,2 0,00051 0,2 0,00051
Arroz 45,050 0,12342 1,0 0,12342
Batata 13,669 0,03744 0.1 0,00374
Beterraba 1,431 0,00392 0,1 0,00039
Café 3,720 0,01019 1,0 0,01019
Cebola 6,181 0,01693 3,0 0,05079
Cenoura 4,279 0,01172 1,0 0,01172
Cevada 0,860° 0,00235 0,2 0,00047
Feijdo 14,916 0,04086 0,5 0,02043 0,05 0,00204
Pepino 1,299 0,00355 0,5 0,00177
Pimentio 2,280 0,00624 1,0 0,00624
Soja 0,860° 0,00241 1,0 0,00241
Tomate 7,164 0,01962 1,0 0,01962
Trigo 0,860° 0,00241 0,5 0,001205 2,0 0,00482
IDMT 0,601705 0,51567
IDMT ggpe 1,117375

Fonte: * IBGE (1998), **Portaria 10 ¢ atualiza¢Ges em vigor até 01/09/03 (ANVISA 2003).
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Tabela 23 - Estimativa da Ingestdo Didria Mixima Tedrica (IDMT) de
ditiocarbamatos, pela estimativa de consumo* de frutas e LMR estabelecidos pelo
uso de EBDC de acordo com a Resoluciio n° 165**, em vigor desde 02/09/03.

Alimento Consumo por pessoa Ditiocarbamatos- IDMT
Frutas CS, (Cj x LMRj)
Estimativa
de consumo* Cj LMR | Principio
(kg/ano) (kg/dia) | (mg/kg) | ativo
Abacate 0,745 0,00204 1,0 | Mancozebe 0,00204
Banana 20.965 0,05743 1,0 | Mancozebe 0,05743
Citros 36,325 0,09952 2,0 | Mancozebe 0,19904
Macé 4,509 0,01235 2,0 | Metiram e 0,02470
Mancozebe
Mamio 3,705 3,0 | Mancozebe 0,03035
0,010150
Manga 2,493 0,006830 1,0 | Mancozebe 0,00683
Melancia 6,285 0,017219 0,3 | Mancozebe 0,00516
Meldo 1,648 0,004515 1,0 | Mancozebe 0,00451
Morango 1,796° 0,004920 0,2 { Metam 0,00098
Péra 1,519 0,004161 3,0 | Mancozebe 0,01248
Péssego 2,246" 0,006153 2,0 | Mancozebe 0,01230
Uva 2,171 3,0 | Mancozebe 0,01784
0,005947 ' '
IDMT 0,37268
mancozebe
IDMT etam 0,00098
IDMT ggppe 0,37366

a= outras frutas de clima tropical ; b’= outras frutas' de clima temperado
Fonte:*IBGE (1998) ¢ ** (MINISTERIO DA SAUDE 2003)
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Tabela 24 - Estimativa da Ingestio Didria Maxima Tedrica de Ditiocarbamatos,
pela estimativa de consumo* de outros alimentos, exceto frutas, ¢ LMR
estabelecidos pelo uso de EBDC de acordo com a Resolugiio n° 165** em vigor
desde 02/09/03.

Alimento Consumo por pessoa Consumo por pessoa | IDMT
(Cj x LMRj)

Estimativa Cj LMR | EBDC

de (kg/dia) | (mg/kg) | Principio

consumo® ative

(kg/ano)
Abobbora 2,247 0,00615 1,0 | Mancozebe 0,00615
Aipo 1,879°¢ 0,00514 0,5 | Manebe 0,00257
Alface 1,126 0,00308 6,0 | Manebe 0,01850
Alho 0,569 0,00155 0,1 | Mancozebe 0,00015
Arroz 45,050 0,12342 3,0 | Mancozebe 0,37027
Beterraba 1,431 0,00392 0,3 | Mancozebe 0,00117
Berinjela 0,276 0,00075 0,5 | Mancozebe 0,00037
Brocolis 0,051°¢ 0,00013 0,5 | Mancozebe 0,00006
Café 3,720 0,01019 0,3 | Mancozebe 0,00305
Cenoura 4279 0,01172 0,3 | Mancozebe 0,00351
Cevada 0,860° 0,00235 1,0 [ Mancozebe 0,00235
Chicdria 0,051°
Couve 1,693 0,00463 1,0 | Mancozebe 0,00463
Couve flor 1,124 0,00307 0,5 | Mancozebe 0,00153
Espinafre 0,051°
Ervilha 0,940 0,00257 0,3 | Mancozebe 0,00077
¢ Tiram
Feijdo 14,916 0,04086 0,3 | Mancozebe 0,01225
e Tiram

Feijdo-vagem 0,940 0,00257 0,3 | Mancozebe 0,00077
Pepino 1,299 0,00355 0,3 | Mancozebe 0,00106
Pimentéo 2,280 0,00624 1,0 | Mancozebe 0,00624
Repolho 1,468 0,00402 1,0 | Mancozebe 0,00402
Tomate 7,164 0,01962 2,0 | Mancozebe 0,03925
Trigo 0,860° 0,00235 1,0 | Mancozebe 0,00235
IDMTmancoubc 0;46072
IDMT nanche 0,02107
IDMT ggpe 0,48179

c= outas hortalicas folhosas e florais; d=outras hortalicas tuberosas e outras; e= outros cereais; f= outras
leguminosas a= outras frutas de clima tropical ; b= outras frutas de clima temperado
Fonte:*IBGE (1998) ¢ ** (MINISTERIQ DA SAUDE 2003)
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Tabela 25 -Estimativa da Ingestiio Diaria Mixima Teérica de ditiocarbamatos, pela
estimativa de consumo* de outros alimentos, exceto frutas, e LMR estabelecidos
pelo uso de tiram e propinebe de acordo com a Resolugio n° 165** em vigor desde
02/09/03.

Alimento Consumo por pessoa Ditiocarbamatos- | IDMT
CS, (Cj x LMRj)
Estimativa Cj LMR | EBDC
de consumo* (kg/dia) | (mg/keg) | Principio
Kg/ano ativo

Algoddo 0,888 0,00243 0,3 | Tiram 0,000729
Amendoim 0,940" 0,00257 0,3 | Tiram 0,000772
Aveia 0,880° 0,00243 0,3 | Tiram 0,000729
Batata 13,669 0,03744 0,3 | Propinebe 0,011234
Cebola 6,181 0,01693 0,3 | Propinebe 0,005080
Milho 1,726 0,00472 0,3 | Tiram 0,001418
Soja 0,880° 0,00241 0,3 | Tiram 0,000723
Sorgo 0,880° 0,00241 0,3 | Tiram 0,000723
IDMT propinebe 0,016314
IDMT 1iram 0,005095
IDMT 0,021409
subtotal

e= outros cereais; f= outras leguminosas; g=outras
Fonte:*IBGE (1998) e ** (MINISTERIO DA SAUDE 2003)

A Tabela 26 apresenta os resuitados obtidos pelos calculos das tabelas 22, 23 ¢
24.

Tabela 26 — Ingestio Diiria Maxima Teérica de EBDC para frutas ¢ outros
alimentos, calculadas pela Portaria 10 e Resoluciio 165 (atual),

Ingestio Didria Maxima Tedrica
EBDC Frutas Outros alimentos Total
Portaria RE 165 | Portaria 10 | RE 165 | Portaria RE 165
10 10
Mancozebe | 0,57317 0,02853 0,60170
CS, 0,32273 0,37268 0,46072 | 0,33879 0,83340
Manebe 0,19265 0,32302 0,51567
CS; 0,11059 0,00098 0,02107 | 0,29602 0,02205
EBDC 0,76582 0,35155 1,11737
CS; 0,43322 0,37366 0,48179 | 0,63481 0,85545




95

4.4.3 Comparacio da Ingestio Didria Maxima Teodrica de EBDC com a IDA
A Tabela 27 apresenta a comparagdo da Ingestdo Didria Méxima Teérica de

etilenobisditiocarbamato com a Ingestdo Didria Aceitavel.
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Tabela 27 - Comparac¢io da Ingestio Didria Mdxima Teérica de etilenobisditiocarbamato com a Ingestio Diaria

Aceitdvel.
IDA* IDA** LMR Ingestio Didria Miaxima Tedrica
Ditiocarbamatos (mg/kg pc/dia) (mg/pessoa/dia) (mg/pessoa/dia) % IDA
Mancozebe 0,03° 1,80 Portaria 10° 0,60 yancozebe 33
0,57 frutas- mancozebe 32
RE 165° 1,47 mancozebe 87
0,66 frutas-mancozebe 37
Manebe 0,03° 1,80 Portaria 10° 0,51 manche 28
0,19 mancbe 10
RE 165° 0,04 manebe 2
Etilenobisditiocar- 0,03° 1,80 Portaria 10° 0,63 cs2 35
bamatos EBDC — RE 165°¢ 0,85 cs2 47
CS; 0,37 cs82 - frutas 20

** Considerando o peso médio de uma pessoa igual a 60 kg; b= valor estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS (1998) para o grupo dos EBDC; c=

calculo pelo LMR da Portaria 10 de 08/03/85 e atualizagBes (ANVISA 2003); d= célculo pela RE 165 de 02/09/03 (MINISTERIO DA SAUDE 2003);
EBDC= etilenobisditiocarbamatos (mancozebe, manebe, metiram e zinebe); IDMT= Ingesifio Didria Mdxima Tedrica; IDA= Ingestfio Didria Aceitavel
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Conforme pode ser observado na tabela 26, a IDMT de EBDC, pelo consumo de
todos os alimentos, representa 47 % da IDA, e pelo consumo de frutas representa 20%
da IDA.

4.4.4 Converséiio da IDMT de EBDC para ETU e comparacio com a IDA

Como ndo foram estabelecidos LMR para ETU, os calculos da IDMTT de ETU
foram estimados, calculados a partir dos valores das IDMT dos EBDC, e, considerando
dados de estudos da metabolizaggio e excregdo de ETU, realizados por NESON (1986) e
DIDONATO (1986) conforme descrito no item 3.4.4,

Com fatores de conversfio de 8,7% para mancozebe ¢ de 13,6% para manebe
foram calculados os valores de ETU a partir das IDMT de mancozebe e manebe e os
dados encontram-se na Tabela 28.

Tabela 28 — Comparaciio dos valores calculados de ETU, baseados na conversiio de

mancozebe e manebe para ETU, com a IDA

IDMT IDMT IDA* IDA % IDA
EBDC (mg/pessoa/ | ETU ETU ETU ETU
dia) calculada (mg/kg pe/dia) | (mg/pessoa/
(mg/pessoa/ dia)
dia)
Mancozebe 0,60* 0,0522°¢ 0,002 0,12 43,5
1,47° 0,1278 ¢ 0,002 0,12 106,5
Manebe 0,51° 0,0693¢ 0,002 0,12 578
0,04" 0,005049 0,002 0,12 4,1
EBDC 1,11% 0,1215 0,002 0,12 101,2
1,51° 0,1328 0,002 0,12 110,7

* valor estabelecido pelo Codex Alimentarius (1994); a= calculo pelo LMR da Portaria 10 de 08/03/85 ¢
atualizages (ANVISA 2003); b= célculo pela RE 165, de 02/09/03, (MINISTERIO DA SAUDE 2003);
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A Ingestio Diaria Maxima Teoérica calculada para ETU representa 106,5% da
IDA, pela conversio da IDMT de mancozebe e 4,1% da IDA, pela conversfio de
manebe. Para o EBDC total a IDMT calculada para ETU representa 110,7% da IDA,
conforme Tabela 28.
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5 DISCUSSAO

5.1 Métodos analiticos

A determinagdio de residuos de ETU pode ser feita através de andlise direta ou
por derivatizagdo através da cromatografia a gis ou cromatografia a liquido de alta
eficiéncia. Apesar da andlise direta por cromatografia a gas ser de fdcil realizaggo,
apresenta alguns inconvenientes como a decomposigio da ETU que pode ocorrer devido
ao uso de altas temperaturas. Em relacdo 4 determinacfio de ETU em cromatografia a gas
por derivatizagfio, devido ao fato dos produtos formados serem voliteis, exige-se muito
cuidado durante o procedimento analitico, principalmente na etapa de concentragéio do
extrato, requerendo um maior tempo de andlise e uso de reagentes muito toxicos.

A determinagfio de ditiocarbamatos como CS8; pode ser feita por técnicas
espectrofotométricas ou cromatogrificas. Apesar da técnica cromatografica ser mais
sensivel, apresenta algumas desvantagens como, por exemplo, os vapores acidos do
“head space” diminuem o tempo de vida util da coluna cromatografica e requerem muito
tempo para a realizagio da hidrélise acida (STEIWANDTER 1985; HILL 1992). Para
minimizar este problema, HARRINGTON e col. (1998) sugeriram a dissolugéo do CS;
em solventes orginicos (ex. o isooctano). Porém, é aconselhdvel que o laboratério
mantenha um cromatografo a gas apenas para determinac¢io do CS,, o que na maioria
das vezes ndo ¢ viavel.

A andlise de ditiocarbamatos nos fornece a medida do total de CS;, presente na
amostra. Os valores de residuos de CS,, encontrados nas amostras testemunhas de
mamfo, em niveis abaixo de 0,3 mg/kg, alerta para a presenca de outras fontes de
enxofre. Certos compostos de origem vegetal podem produzir pequenas quantidades de
CS; naturalmente ou pela condigéio de reagfio usada na digestdio. Varios autores relatam
a presenga de interferentes em vérios alimentos, como por ex. limo e couve. Um estudo
realizado por LINDSAY (1990) apud HILL (1992 p. 219), demonstrou que couve-flor
tem a capacidade de produzir CS,, identificado e confirmado por cromatografia a gds
acoplada a detector seletivo de massa (CG/MS) para amostras ndo tratadas com
ditiocarbamatos, OTT ¢ GUNTHER (1982) afirmaram que interferéncias podem ser
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esperadas na analise de casca de frutas, especialmente de banana. REYNOLDS (1990)
citado por HILL (1992 p. 219) relatou niveis de CS; menores que 0,5 mgkg em
amostras de meldo, determinados pela técnica de “head space”, e atribuiu a
contaminagdo ao manuseio das amostras com luvas de latex que podem ser formuladas
com ditiocarbamatos como agente acelerador de vulcanizagfo, na concentragio de
aproximadamente 1% do peso.

A presencga de residuos de CS; nas amostras testemunhas pode ser decorrente de
substincias naturais na matriz, do manuseio com luvas de borracha ou pelo contato com
objetos de borracha ou, ainda, pelo uso ou contato com outros produtos & base de
enxofre, precursores de CS,. Entretanto, a presenca de possiveis interferentes tem sido
prevista na avaliagio de métodos analiticos para analise de residuos de agrotéxicos.
Estabele-se que o limite de quantificagdo deve ser 60% maior que o valor médio
encontrado nas amostras-testemunha (GARP 1999). Desta maneira, nfio foi possivel
estabelecer limite de quantificagdo menor do que 0,3 mgkg de CS; ou 0,5mg/kg
expressos em mancozebe para mamdo. Entretanto, este valor é suficiente para
estabelecer comparagGes com os LMR da legislagdio brasileira vigente, que para maméo
¢ de 3,0 mg/kg (Tabela 9), com os niveis encontrados.

Os métodos analiticos avaliados apresentaram exatiddo e precisdo satisfatorias e
foram utilizados para determinagfo dos residuos de mancozebe e de etilenotiouréia nesta
pesquisa. Tanto as recupera¢des de mancozebe quanto s de ETU estavam dentro do
limites aceitaveis para residuos, de 70% a'110%, com coeficiente de variagio menor de
15% por nivel de fortificagdo (precisio do método), conforme pode ser observado nas
Tabelas 19 e 20.

Em relagdo & reprodutibilidade externa, avaliou-se o resultado obtido no
Programa Interlaboratorial de Analise de Etilenobisditiocarbamato e verificou-se que
foram satisfatérios ¢ compardveis com os resultados de outros laboratdrios, onde foi
utilizado 0 mesmo método. O resultado obtido em uma amostra tratada, previamente
analisada, com residuos de etilenotiouréia, foi confirmado por analista diferente em

outro laboratério.
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O método para determinagdo de ditiocarbamatos apresentou-se com uma boa
reprodutibilidade interna, verificada atrav€és de estudos de recuperagio de
ditiocarbamatos realizados em periodo distinto e por outro analista do mesmo
laboratério.

O método para determinagio de dittocarbamatos foi, ainda, validado para outras
matrizes vegetais, no Laboratério de Residuos de Pesticidas do Instituto Adolfo Lutz,

por analista diferente e em periodo diverso, tendo demonstrado uma boa robustez.

5.2 Estudo de residuos de mancozebe ¢ ETU

Os produtores nacionais, muitas vezes, utilizam indevidamente os agrotéxicos
nas culturas e, portanto os alimentos podem niveis residuais acima dos limites
aceitdveis, ¢ ainda, a presenca de principios ativos ndo autorizados para determinada
cultura. No Brasil, (1051) 81,2 % das amostras analisadas no Programa Nacional de
Andlise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos — PARA, no periodo de junho de
2001 a junho de 2002, continham residuos de agrotdxicos. Desse total, 233 (22 %)
ultrapassaram os LMR permitidos pela legislagio. Dentre estas, 74 (7%) continham
residuos de agrotdxicos ndo autorizados para as respectivas culturas, incluindo os
ditiocarbamatos (ANVISA 2003).

O uso indevido de agrotoxicos pelo agricultor ocorre muitas vezes por receio de
perda da cultura, por ineficiéncia ou por inexisténcia de assisténcia técnica, e,
principalmente por falta de conscientizagio dos riscos. Em um estudo de caso realizado
por FREITAS e col. (1994), em Teresopolis-RJ, municipio grande produtor de
hortaligas, onde os agrotoxicos sfo largamente empregados nas culturas, principalmente
0 mancozebe, foi constatado que 55,7% dos aplicadores possuiam o primeiro grau
incompleto e 14,1% ndo eram alfabetizados. 41 % dos entrevistados afirmaram que ndo
receberam orientagdo para a preparagdo e aplicagio dos agrotéxicos, 90,2% dos
entrevistados niio conheciam o receitudrio agronémico e 92,6% nio o utilizavam. Em
relacio aos equipamentos de prote¢dio individual, 71,8% dos entrevistados ndo
utilizavam esses equipamentos € os motivos alegados foram principalmente por serem

desconfortaveis. Houve relato de 9% de casos de intoxicac3o.
ac
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A populagdo que trabalha ou reside préxima a area agricola, cotre risco de
exposigdo aguda aos agrotdxicos utilizados € o consumidor de alimentos pode estar sob
risco da exposicéo cronica, se ingerir alimentos contendo residuos dos principios ativos
utilizados e de seus produtos de transformagfio acima dos LMR permitidos. Estes
problemas podem ser minimizados com a conscientizagio dos produtores em utilizarem
as Boas Praticas Agricolas.

O Brasil esta entre os trés maiores produtores de frutas do mundo, seguido da
China e da India, produzindo 42 milhées de toneladas em 2,2 milhdes de hectares. A
produgdo mundial de “papaya” é de mais de cinco milhdes de toneladas ao ano, € no
Brasil, um milhfio ¢ oitocentas mil toneladas ao ano. A produgio de “papaya” no
extremo sul da Bahia representa 60% da produgio brasileira, com escoamento didrio em
torno de 1.560 toneladas Porém, a participagfio do pais no mercado mundial de “papaya™
¢ ainda pequena se comparada com a produgdio mundial, porém, as previsGes apontam
para um crescimento expressivo das exportagdes (SEAGRI 2003; SILVA 1999).

O consumo de frutas é expressivo na dieta alimentar brasileira. ¢ estas sdo, na
maioria das vezes, ingeridas in natura. A média de consumo alimentar domiciliar per
capita anual de frutas foi de 40,397 kg, em 1996, para o total das regiGes metropolitanas,
de acordo com a Pesquisa de Orgamentos Familiares (IBGE 2003).

O hébito mais usual de consumo ¢ ingerir a polpa de mam#o, porém, suas
sementes, apesar de serem geralmente desprezadas, sdo comestiveis. Além de que, no
Brasil, uma infinidade de receitas utiliza 0 mamao como ingrediente, ¢ algumas delas
incluem a casca, como o doce de mamfo verde, cortado em forma de fita e que muito
apreciado para consumo. Consomem-se ainda, outros produtos industrializados com
mamio como iogurtes, sorvetes (SILVA 1999). As analises foram feitas no mamdo
inteiro, incluindo a polpa, semente e casca.

A hipétese de encontrar residuos de etilenotiouréia em amostras de maméo
tratado com o etilenobisditiocarbamato (mancozebe) foi confirmada, pois todas
apresentaram residuos de ETU em niveis que variaram de 0,01 a 0,32 mg/kg, conforme

pode ser observado nas Figuras 13, 14 e 15.
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Observa-se na Figura 13, que os residuos de ETU presentes nas amostras de
mamdo tratado 1 (160g i.a.ha), diferem bastante de local para local. Os valores
encontrados foram, em ordem decrescente: Lins-SP (0,09 mg/kg), Sul da Bahia (0,05
mg/kg) e Linhares-ES (0,01mg/kg).

Aparentemente, Linhares-ES apresenta condi¢des mais favordveis para a
degradagfio tanto de mancozebe como de ETU, o que pode ser devido ao fato de
apresentar temperaturas mais altas do que em S&o Paulo. Porém, os valores encontrados
nfdo se explicam apenas por esta diferenca de temperatura, pois nos tratamentos
realizados no Sul da Bahia, também com temperaturas mais elevadas do que em Sio
Paulo, encontram-se valores mais elevados do que em Linhares-ES. Outros fatores
devem ter interferido nos niveis de residuos encontrados. Seria necessario um estudo
mais aprofundado para verificar o porque dessa diferenca.

Observa-se que apesar dos niveis de mancozebe nas amostras de mamio serem
praticamente iguais, dentro do coeficiente de variagio do método, no tratamento 1, os
niveis de ETU apresentaram uma diferenga significativa. Considerando o nivel de
precisdo do método (coeficiente de variacdo de 15%), tem-se 0 mesmo resultado para
mancozebe, em Lins ¢ no Sul da Bahia. Porém, para ETU difere consideravelmente
(55%) (Figura 13).

Os niveis de mancozebe ¢ ETU nas amostras de maméo tratado (tratamento 2)
foram iguais ou mais altos do que nas amostras (tratamento 1). Nas amostras
provenientes de Linhares ¢ do Sul da Bahia tém-se praticamente os mesmos resultados,
quando se compara o tratamento 1 e 2. (Figuras 13 e 14).

Em relago aos residuos de ETU, encontra-se um aumento consideravel do nivel
no tratamento 2 em Lins-SP, cerca de 3,5 vezes o valor encontrado na dose de (160g
i.a.ha), enquanto que os valores encontrados em Linhares e no Sul da Bahia sfio
praticamente os mesmos, conforme Figura 14,

Para avaliar a dissipagéo de EBDC e ETU nas condi¢Ses de campo, foi calculada a
porcentagem de mancozebe que se transformou em ETU na amostra coletada no dia do
tratamento (0 DAT), através da relagfio entre os pesos moleculares, e, a partir dai, qual
foi a percentagem de redugiio de ETU apés 3, 6, 9 e 12 dias. Assim sendo, no dia do
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tratamento (0 DAT), tem-se 81% de mancozebe e 19 % relativo, que se transformou em
ETU. Apés 3, 6, 9 dias a quantidade de ETU reduziu em média 28,5 %. E em 12 dias
apds a Gltima aplicagdio, a quantidade de ETU reduziu em 71 %, enquanto que o nivel de
mancozebe permaneceu praticamente inalterado (média de 1,7 mg/kg, desvio-padriio de
0,1 ¢ coeficiente de variagdo de 6 %), ou seja, dentro do nivel de precisdo do método
utilizado. Para ETU a média foi de 0,10 mg/kg, com desvio-padrio de 0,04 e coeficiente
de varia¢do de 36,5 %. Portanto houve uma diminui¢8o significativa dos niveis de ETU
ap6s 3 dias da aplicagio, permanecendo praticamente inalterado apds 6 e 9 dias, e uma
diminui¢#o mais acentuada ocorreu apos 12 DAT (Figura 14).

No Codex Alimentarius os LMR s3o estabelecidos para a classe de
ditiocarbamatos: mancozebe, manebe, metiram, zinebe, propinebe, tiram, ziram, ferbam,
¢ os valores sfo expressos em CS; total. Como apenas a partir de EBDC pode-se formar
a ETU, limites totais de ditiocarbamatos em CS; ndo permitem uma avaliagio em
relagdo aos niveis de ETU, pois o uso de qualquer ditiocarbamato gera CS; pelo método
analitico.

No Brasil, até 01/09/2003, os limites maximos de residuos eram estabelecidos
para mancozebe, manebe, propinebe, tiram, ziram (ANVISA 2003). Desde 02 de
setembro de 2003, data da publicagdo no Diario Oficial da Unifio, estd em vigor a
Resolugdo RE n° 165, de 29 de agosto de 2003, da ANVISA/MS, na qual os LMR dos
ditiocarbamatos sfo estabelecidos para CS; (ing/kg) em fungfio do uso dos ingredientes
ativos da classe dos EBDC: mancozebe, manebe, metiram e de outros como propinebe e
tiram (MINISTERIO DA SAUDE 2003). Esta mudanga permite concluir sobre
resultados analiticos obtidos pela determinagdo de CS,.

Pela legislagdo revogada, Portaria 10, de 08/03/85, e atualizagbes (ANVISA
2003), o LMR para mancozebe em mamio era de 5,0 mg/kg ¢ IDA de 0,03 mg/kg
p.c/dia. e de 7,0 mg/kg para manebe ¢ IDA de 0,03 mg/kg p.c./dia (ANVISA 2003). Na
Resolugdio em vigor o LMR ¢ de 3,0 mg/kg de CS; para mamio pelo uso de mancozebe
(MINISTERIO DA SAUDE 2003).

Somando-se os LMR permitidos para os EBDC pela legislagdo anterior, houve

uma redugdio de 6,8 mg/kg, calculados em CS2, para 3,0 mg/kg para a cultura de
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mamdo. Porém, para o total de EBDC permitido nas culturas aumentou, conforme pode
ser observado nas Tabelas 9, 10 e 11.

Os EBDC (mancozebe, manebe e metiram) vem sendo revisados por alguns
paises da Unido Européia, pois atualmente os LMR sfo estabelecidos para mancozebe,
manebe, metiram e propinebe e expressos como CS; equivalente, sendo que propinebe
nio é um EBDC e, portanto, no pode formar ETU (OLLINGER 2001).

A EPA tem listas de LMR para mancozebe, manebe e metiram. Nio ha
tolerincias especificas para ETU, que € incluido com a tolerdncia do produto principal.
O monitoramento ¢ feito para o ditiocarbamato precursor. Em 2001, a EPA concordou
que os EBDC fossem regulamentados como classe, ndo incluindo outros ditiocarbamatos
que também tém LMR separados (OLLINGER 2001).

A Ingestdo Didria Aceitdvel para a classe dos EBDC (mancozebe, manebe,
metiram e zinebe), para cada principio ou em qualquer combinagio, estabelecida pelo
Codex Alimentarius ¢ de 0,03 mg/kg/dia de CS; (FAO/WHO 1998).

LMR especificos para ETU nfio sfo estabelecidos no Brasil, na Europa, nos
Estados Unidos e no Codex Alimentarius.

Véarios paises no mundo, incluindo o Brasil, tém monitorado os residuos de
ditiocarbamatos como CS; total.

VEGA e col. (1997) estudaram os niveis de residuos de agrotoxicos em Cuba e
encontraram niveis de EBDC acima dos limites méaximos recomendados. Alertaram
sobre a necessidade limitacdes de uso de EBDC, principalmente por motivos
relacionados & satide humana.

Residuos de ditiocarbamatos em frutas e vegetais, originarios do mercado interno
e importados, foram analisados na Suécia. Em 69 (11 %) das 615 amostras analisadas,
no periodo de 1972 a 1974, foram encontrados residuos de ditiocarbamatos, sendo que
em 23 amostras os niveis excederam os LMR de 1,0 mg/kg para frutas e vegetais, exceto
para cenoura ¢ batata (que é de 0,3- mg/kg). Residuos de ditiocarbamatos foram
encontrados em 13 (15%) das 89 amostras de alface importadas no periodo de janeiro a
junho de 1976, com residuos maiores que 0,5 mg/kg, sendo que 5 amostras com niveis

maiores que 1,0 mg/kg. No periodo de margo a dezembro de 1977, foram analisadas 810
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amostras, sendo 385 de origem doméstica e 425 importadas. Nessas amostras foram
encontrados residuos em 43 (5 %), sendo 5 amostras domésticas € 38 importadas,
incluindo mag#, uva, péssego e péra, sendo que em 6 amostras (1 %) os niveis de
residuos excederam os LMR. Apenas 3 (2 %) das 132 amostras de batatas importadas
apresentaram residuos e nenhum residuo foi encontrado nas 72 amostras de Dbatatas
domeésticas (GUSTAFSSON 1979).

De 196 amostras de morango analisadas na Holanda, em 1998, 179 (91 %)
apresentaram residuos de ditiocarbamatos em niveis que variaram de 0,1 a 0,6 mg/kg,
porém, todas dentro do LMR permitido que € de 3 mg/kg; 9 amostras de laranja nio
apresentaram residuos de ditiocarbamatos no LD de 0,05 mg/kg e de 22 amostras de
uva, 15 (68%) tinham residuos em concentragdes que variaram de 0,2 a 0,4 mg/kg,
porém, abaixo do LMR que é de 3 mg/kg (DE KOK 1999).

Segundo dados obtidos por um laboratério na Holanda, foram encontrados
ditiocarbamatos acima do LMR em 5 (100 %) amostras de mam#o “papaya” originario
do Brasil em niveis que variaram de 0,3 a 0,6 mg/kg, em 1 amostra de uva na
concentragdo de 0,6 mgkg e em 1 amostra de “kumquat” (pequena laranja) na
concentracio de 0,4 mg/kg, no periodo de 1995 a 1998. Em amostras originarias do
Chile foram encontrados ditiocarbamatos em 3 amostras de framboesa e em 1 amostra
de amora na concentragio de 0,1 mg/kg cada. Nas amostras originarias da Argentina nio
foram encontrados ditiocarbamatos (DE KOK 1999).

No Brasil, um trabalho realizado no Estado de Minas Gerais, mostra que 19,3%
das hortalicas e 17,1% das frutas analisadas apresentaram residuos de ditocarbamatos
em niveis de até 1,7 mg/kg (SOARES e col. 1987).

Em Belo Horizonte-MG, residuos de ditiocarbamatos foram pesquisados em 87
amostras de frutas e 11 de hortaligas. Constatou-se a presenga de ditiocarbamatos em
CS, em 24 (48%) das 98 amostras, tendo sido mais fregiientes em frutas como péssego
(100%), ameixa (60%), nectarina (50%) e morango (37,5%) (PEREIRA 1988).

REIS e CALDAS (1991) estudaram residuos de ditiocarbamatos em 466
amostras de vegetais e frutas comercializadas na cidade do Rio de Janeiro. Observou-se

que 63% das amostras apresentaram residuos de ditiocarbamatos, sendo que 24% com
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concentra¢des superiores ao limite maximo permitido por lei. Alface, cenoura e tomate
foram os produtos que apresentaram os maiores niveis de residuos, com 50%, 47,4% e
38,2% das amostras acima do LMR, respectivamente.

CONCEICAO (2002) analisou residuos de ditiocarbamatos em 80 amostras de
tomate do Distrito Federal e 59% apresentaram residuos em niveis que variaram de 0,2 a
1,2 mg/kg de CS,.

Tém-se também alguns trabalhos de analise de residuos de ETU em alimento in
natura. Em vérias amostras de macgi foram encontrados niveis de ETU que variaram de
0,018 a 0,044 ppm (NEWSOME 1972). ONLEY e col. (1977) reportaram que de 6
magds comerciais, somente uma apresentou residuos de EBDC, contendo 0,01 ppm de
ETU. RIPLEY e COX (1978) detectaram ETU em niveis abaixo de 0,05 ppm em
tomates e acima de 0,17 ppm em suco de tomates.

ARAUJO, em 1998, analisou amostras de tomate ¢ o ETU foi detectado em 25
(78,1%) das 32 amostras de tomate de mesa e em 15 (55,5%) das 27 amostras de tomate
industrial. Porém, 3 (11,1%) amostras de tomate industrial e¢ apenas 1 (3,1%)
apresentaram resultados acima do limite de quantificagio do método proposto, que foi
de 0,025mg/kg.

Tem-se uma preocupagdo maior com alimentos consumidos cozidos e
industrializados, pois 0s processos de preparo ¢ de manufatura dos mesmos podem
favorecer a decomposicéo dos EBDC a ETU, levando a um aumento dos niveis de ETU
nestes produtos. BOLZONI e col. (1993) analisaram 100 amostras de produtos
industrializados de tomate e encontraram etilenotiouréia em apenas 7 amostras em niveis
que variaram de 3 a 26 pg/kg (ppb). Pesquisadores encontraram residuos de ETU em
amostras de alimentos infantis, sendo que em 38 (12 %) das 310 amostras & base de
frutas ou suco de frutas; em 11 (6%) das 167 amostras originarias de vegetais, em 6
(9%) de 65 amostras de cereais e 9 {(13%) das 70 amostras de sobremesas (YESS e col
1993 citado por RICHARDSON 1998 p. 21).

Na tentativa de minimizar o problema acima descrito, alguns procedimentos para
remogdo de residuos de EBDC e ETU foram estudados por pesquisadores, conforme

descrito no itemm 1.7.5.
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No Brasil, amostras de frutas ¢ de outros vegetais, tém sido analisadas pelo
Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos — PARA. Nos
resultados obtidos, de junho de 2001 a junho de 2002, foram encontrados residuos de
ditiocarbamatos (resultados expressos mg de CS; por Kg de amostra), em 68 (69 %) das
99 amostras de mag8, em niveis que variaram de 0,04 a 2,10 mg/kg; em 58 (40 %) das
144 amostras de mamio, de 0,10 a 2,14 mg/kg); em 85 (60 %) das 141 amostras de
morango, de 0,10 a 1,03 mg/kg; em 1 (1 %) das 92 amostras de banana (0,01) ¢ em 1
(1%) das 141 amostras de laranja. Foram também encontrados residuos de
ditiocarbamatos em 100 (0,5 %) das 189 amostras de tomate em niveis que variaram de
0,07 a 1,50 mg/kg; em 57 (35 %) das 162 amostras de alface em niveis que variaram de
0,10 a 3,50 mg/kg; e em nenhuma das 176 amostras de batata ¢ em nenhuma das 134
amostras de cenoura (ANVISA 2003). Como foi utilizado neste estudo método que
determina o CS; total foi impossivel averiguar se os alimentos estavam ou ndo de acordo
de acordo com a legislagio vigente na época (ANVISA 2003), onde os (LMR) eram
estabelecidos para cada composto individualmente.

5.3 Avaliacdio de risco pela ingestio de residuos de EBDC e de ETU

O mancozebe apresenta classificacfio toxicoldgica III, segundo a legislagdo
brasileira (MINISTERIO DA SAUDE 1992), ou seja, ¢ considerado medianamente
toxico. Encontra-se entre os 12 agrotoxicos mais vendidos no Brasil, com um consumo
de mais de 5.000 toneladas em 2000, incluindo os Estados de Sdo Paulo, Bahia e
Espirito Santo.

Os EBDC (mancozebe, manebe e metiram) podem ser transformados em ETU,
substincia toxicologicamente importante devido a sua carcinogenicidade,
teratogenicidade e efeitos sobre a tiredide. Ha evidéncia suficiente que estes trés EBDC
podem produzir um efeito comum: induzir o cancer de tiredide pela formagdo do
metabélito ETU (EPA 2001).

O ziram e metam s6dio também apresentam um mecanismo comum de
toxicidade, a inibi¢fo da colinesterase. /n vivo a liberagdo de CS; ¢€ importante, porque
sua presenga é associada a neuropatias (SCHAUMBURG e BERGER 1992) e pode ser o
agente de efeitos neuropaticos causados por alguns ditiocarbamatos. Dados demonstram
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que os dimetilcarbamatos ziram, ferbam e tiram e o EBDC zinebe liberam CS; (EPA
2001).

A exposi¢io da populagdo & ETU pelo consumo de alimentos apresenta varios
componentes: 0s residuos de ETU ja formados antes de serem ingeridos, nas condi¢des
de industrializagdo ou no campo, os remanescentes da aplicagdo de EBDC nas culturas,
os formados pelo processamento ou preparo € cozimento de alimentos com residuos de
EBDC, e/ou os metabolizados no organismo, apos ingestio.

Comparando a IDMT de EBDC, calculada pelos LMR da Portaria n° 10 e
atualiza¢des (revogada) ¢ da Resolugdo n® 165 (atual), observa-se que a IDMT de EBDC
diminuiu para as frutas de 0,43 para 0,37 mg/pessoa/dia, porém aumentou para o total de
alimentos de 0,63 para 0,85 mg/pessoa/dia, conforme pode ser observado na Tabela 27,

A IDMT para EBDC (Tabela 26) representa 47% da IDA, e se os residuos
presentes nos alimentos ndo excederem os LMR, aparentemente nfio representa um risco
4 saude da populagfio pelo consumo dos mesmos. Portanto, € improvével que a ingestio
didria seja excedida na prética, desde que os LMR sejam estabelecidos para os principais
usos do agrotoxico e utilizadas as Boas Praticas Agricolas.

A contribuicdo da estimativa da ingestdo de residuos de mancozebe e de ETU
pelos valores encontrados e o consumo de maméo (IBGE, 1998) foi de 1,0 %0 daIDA e
0,7% da IDA, respectivamente (Tabela 21).

Os niveis encontrados no Programa Nacional de Anélise de Residuos de
Agrotoxicos-PARA (ANVISA 2003) foram expressos em CS;. Porém, considerando o
nivel mais alto encontrado em amostra de mamio (2,14 mg/kg de CS;) corresponderia a
3,80 mg/kg de mancozebe, o que estaria abaixo do limite estabelecido pela legislagéio
brasileira na época que era de 5,0 mg/kg para mancozebe, e também abaixo do LMR
atual, que é de 3,0 mg/kg de CS.

Considerando que 0 mamfo muitas vezes € indicado para consumo didrio para
pessoas com distirbios intestinais, e que criangas podem consumir mamao desde os
primeiros meses de vida, com a média dos resultados obtidos nas trés localidades
estudadas (Figura 13), foram calculados os riscos de consumo para esses subgrupos,

supondo-se que uma pessoa consumisse mamio diariamente com valor igual 4 média
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dos niveis encontrados (0,04 mg/kg de ETU), uma pessoa com 60 kg de peso corpéreo
que consumisse um mamdo “papaya” por dia com aproximadamente 50 g, estaria
ingerindo 0,002 mg de ETU por dia, ou 0,00003 mg/kg de peso corporeo (p.c.) /dia e
uma crianca de 20 kg estaria ingerindo 0,0001 mg/kg p.c./dia. Considerando que a IDA
estabelecida pelo JMPR, grupo assessor do Codex Alimentarius que é de 0,002mg/kg de
ETU por peso corpéreo.(Codex Alimentarius, 1994), a ingestdo de maméo representaria
1,5% da IDA para o adulto e 5% para a crianga. Devemos também considerar que as
pessoas que consomem apenas vegetais € em quantidades maiores, os vegetarianos,
também formam um subgrupo especial, e, portanto merece uma maior atengéo.

Se a populagio estivesse ingerindo todos os alimentos com niveis iguais aos
LMR permitidos, e considerando a conversdo de 8,7% de mancozebe e de 13,6% de
manebe, poderia estar correndo risco de efeito adverso a satde pela ingestdo de ETU,
uma vez que o valor da IDMT de EBDC ultrapassou a IDA (110,7%), conforme pode
ser observado na Tabela 28. Deve-se considerar que criangas consomem frutas in natura
¢ legumes cozidos e industrializados desde os primeiros meses de vida, e por
apresentarem menor peso corpéreo, o risco de ingestio de ETU pelo consumo de
alimentos ¢ maior do que no adulto. Porém, a IDMT € uma superestimativa, pois os
niveis de LMR estabelecidos na legislacdo sfio baseados na analise do mamio total
incluindo casca, polpa e semente, ¢ o habito de consumo, da maioria das pessoas, €
ingerir apenas a polpa, onde espera-se encontrar niveis mais baixos de residuos. Neste
caso, sdo necessdrias estimativas mais precisas para a ingestio de residuos de ETU como
a Ingestdo Didria Maxima Estimada (IDME), que € calculada usando dados da porgéo
comestivel do vegetal € leva em consideragio os efeitos na preparagdo, no
processamento, e no cozimento do alimento que, no caso de ETU, pode levar a um
aumento dos nivels encontrados no alimento in natura. Porém, estas estimativas s6
podem ser feitas quando essas infomagGes estiverem disponiveis. Portanto, destaca-se
que é importante o conhecimento dos niveis de residuos de EBDC e ETU em alimentos
consumidos pela populagdo para que se possa fazer uma avaliagio de risco mais

condizente com a realidade.
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6 CONCLUSOES

Os métodos para determinagdo de residuos de ditiocarbamatos por
espectrofotometria e de ETU por cromatografia a liquido de alta eficiéncia, estudados
em amostra de mamio, apresentaram resultados dentro dos niveis aceitiveis, com boa
exatidio e precisfio ¢ foram utilizados neste estudo. Este estudo propiciou, ainda, a
implantagio da metodologia para andlise de ETU em maméo no laboratério do Instituto
Adolfo Lutz, ampliando e melhorando os resultados de residuos de agrotéxicos e
conseqiientemente, aumentando a qualidade dos servigos prestados e propiciando ao
Instituto a possibilidade de realizar novas pesquisas em prol da satide piblica.

Todas as amostras tratadas com mancozebe apresentaram residuos de mancozebe
e ETU. E importante o conhecimento dos niveis de residuos de ETU nos alimentos para
que medidas corretivas e preventivas possam ser tomadas.

O estudo de dissipagio de residuos demonstrou que residuos de ETU, apesar de
que os niveis decairam com o tempo, ainda estavam presentes 12 dias apds o tratamento.
Esses dados fornecem subsidios para estabelecimento de periodos de caréncia na
legislagdo, ou seja, dias que se deve aguardar, ap6s a colheita, para consumo.

O conhecimento dos niveis do metabdlito ETU, presentes em mam#o tratado
com EBDC, alerta para a necessidade de conhecimento dos niveis presentes nos
alimentos consumidos pela populacéo.

O risco de ingerir resfduos de mancozebe ¢ ETU pelo consumo de mamao foi de
1,0 % e 0,7 % da Ingestio Didria Aceitavel (IDA), respectivamente.

A IDMT de EBDC ¢ de ETU calculado para as culturas nas quais ¢ permitido o
uso de EBDC, representam respectivamente 47 % ¢ 110,7 % da IDA. Entretanto, a
IDMT é uma superestimativa, e deve-se realizar monitoramento de residuos de EBDC ¢
ETU, nos alimentos consumidos pela populagio, para calculo da exposigiio real e

avaliagdo de risco.
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7 RECOMENDACOES

Realizar estudos de monitoramento de residuos de ETU em produtos in natura
que compdem a dieta do brasileiro e avaliar o potencial de risco & satide da populagio e
ao meio ambiente. Deve-se também pesquisar produtos de origem vegetal
industrializados, pois 0 preparo de alimentos e processos de fabricagio podem favorecer
a decomposicdo dos EBDC a ETU.

As empresas que fabricam produdos a base de vegetais, principalmente os de
consumo infantil, devem tomar medidas de minimizagio desses residuos antes do
processamento e preparo dos alimentos, para evitar formagfio de maiores niveis de ETU
no produto final. Uma possibilidade ¢ a utilizagdo apenas das polpas dos produtos, sem
as cascas, que podem conter a maior parte dos residuos de EBDC.

Devido ao fato da toxicidade aguda de EBDC ser alta para algumas espécies,
estas substincias ndo devem ser aplicadas préximas a cursos de 4gua e em lugares com
muito declive, por causa do possivel arraste para rios e¢ lagos e conseqiiente
contaminagio do meio ambiente. Devem ser seguidas as Boas Priticas Agricolas,
incluindo as normas de descarte de embalagens vazias ¢ lavagem de equipamentos, além
do uso de equipamentos de protegdo € também cuidados com a populagfio residente no

campo.
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ANEXO 1 — Resultados do estudo de residuos de mancozebe e de sen metabélito

ETU nas amostras de maméo de acordo com o tratamento e localidade

PROCE- | AMOSTRA N° de COLETA | DAT CS; Mancozebe ETU
DENCIA | Mamdo Carica | aplicacbes (veriio) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Papaya L.
Lins- Testemunha 0 Novembro 3 <03 <0,5 <0,01
SP
Linhares- Testemunha 0 Dezembro 3 <0,3 <0,5 <0,01
ES
Sul - Testemunha 0 Janeiro 3 <0,3 <0,5 <0,01
BA
Lins- Tratada 1 6 Novembro 3 0,9 1,6 0,09
SP PM
(160g ia/ha)
Linhares- Tratada 1 6 Dezembro 3 <0,3 <0,5 0,01
ES PM
(160g 1a/ha)
Sul — Tratada 1 6 Janeiro 3 1,0 1,8 0,05
BA PM
(160g ia/ha)
Lins- Tratada 2 6 Novembro 3 1,2 2,1 0,32
sp PM
(320g ia/ha)
Linhares- Tratada 2 6 Dezembro 3 0,3 0,5 0,01
ES PM
(320g ia/ha)
Sul — Tratada 2 6 Janeiro 3 1,0 1,8 0,06
BA PM
(320g ia/ha)

DAT - Dias ap6s o tratamento; PM: p6 molhivel (forma de uso).
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A2

ANEXO 2 — Resultados do estudo de dissipacio de mancozebe e de seu metabélito

ETU, nas amostras de maméo tratado, em Lins-SP.

AMOSTRA
Mamdo
Carica Papaya
L

N°de
Aplicacoes

COLETA

(verio)

DAT

CS,
(mg/ke)

MANCOZEBE
(mg/ke)

ETU
(mg/ke)

Testemunha

Novembro

12

<0,3

<0,5

<0,01

Tratada 1
PM (160g a/ha)

Novembro

0,9

1,6

0,14

Tratada 1
PM (160g ia/ha)

Novembro

0,9

1,6

0,09

Tratada 1
PM
(160g ia/ha)

Novembro

1,0

1,7

0,10

Tratada |
PM
(160g ia/ha)

Dezembro

0,9

1,6

0,11

Tratada 1
PM
(160g ia/ha)

Dezembro

12

1,0

1,8

0,04

DAT: Dias ap6s o tratamento; PM:

por hectare.

P6 molhavel (forma de uso da formulagfio); ia‘ha: ingrediente ativo






