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RESUMO: Com o objetivo de avaliar o periodo de caréncia da cipermetrina 5% pour
on em figado bovino, 16 animais, divididos em quatro grupos, foram submetidos a
aplicacio pour on de cipermetrina. Conforme recomendacio do EMEA/MRL 403/98
o limite maximo de cipermetrina estabelecido para tecido hepitico é de 20ug/Kg.
As amostras foram analisadas através da cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de massas (LC-MS) MS — Masslynx. Os bovinos foram abatidos nos dias 3, 7,
10 e 14 apos a aplicacdo, com valores maximos mensurados de 25, 11, 12 e 11ug/
Kg, respectivamente. Com base nos resultados pode-se afirmar que apos sete dias
da aplicagdo da cipermetrina 5% pour on os valores residuais estao abaixo dos reco-
mendados, nio trazendo riscos para o consumidor.

PALAVRAS-CHAVE: Cipermetrina; Cromatografia; Residuo.

DETERMINATION OF CYPERMETHRIN RESIDUE IN BOVINE
LIVER BY LIQUID CHROMATOGRAPHY COUPLED TO MASS
SPECTROMETRY (LC-MS)

ABSTRACT: Sixteen animals, divided into four groups, underwent pour-on applica-
tion of cypermethrin so that cypermethrin 5% waiting period in bovine liver could
be evaluated. According to recommendations by EMEA/MRL 403/98, maximum limit
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for cypermethrin for liver tissue is 20ug/Kg. Samples were analyzed by liquid chro-
matography with mass spectrometry (LC-MS) MS — Masslynx. Bulls were finished
after 3, 7, 10 and 14 days after application, with maximum rates at 25, 11, 12 and
11ug/Kg, respectively. Results demonstrate that, after seven day posterior to cyper-
methrin 5% pour-on application, the residual rates were lower than recommended,
without any risk for the consumer s health.

KEY WORDS: Cypermethrin; Chromatography; Residues.

INTRODUCAO

A bovinocultura de corte tem se destacado na economia nacional e vem
assumindo posicio de lideranca no mercado mundial de carnes. O Brasil possui
hoje o maior rebanho comercial do mundo; é o segundo maior produtor mundial
de carne bovina, e a partir de 2003, passou a ser o primeiro exportador mundial,
com destaque tanto no comércio de carnes frescas como industrializadas. A previsio
para 2011 da producio de carne bovina foi de 8,536 milhoes de toneladas (CONAB,
2011), sendo o aumento da taxa de exportacio anual estimada em 2,6% (BRASIL,
2011).

As iniciativas de rastreamento da carne bovina destinada a exportacio,
especialmente para a Unido Europeia, tém contribuido de maneira significativa para
o atendimento das expectativas dos consumidores internacionais quanto a seguranca
dos alimentos (CONAB, 2011).

Segundo Pane, Nogueira e Brondi (2007), um dos fatores que pode
comprometer a qualidade da carne é quando estd sujeita 2 contaminagio quimica
por carrapaticidas. Fator este que pode eliminar o Brasil de mercados com maior
controle e exigéncia tais como o americano e o europeu (OJIMA; BEZERRA, 2005).
A Instrucio Normativa 42 do MAPA, anexo II trata sobre o Programa de Controle de
Residuos em Carnes (BRASIL, 1999) visando evitar a violacio dos niveis de seguranca
alimentar. A instru¢do normativa n°® 9 de 2007 estabelece os Limites Maximos de
Residuos para Agrotdxicos (BRASIL, 2007).

O uso incorreto de carrapaticidas permite o desenvolvimento mais ripi-
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do da resisténcia a produtos quimicos e o aparecimento de residuos quimicos em
produtos de origem animal (BULLMAN; MUNOS CABENAS; AMBRUSTULO, 1996).
Segundo Murphy (1980) os piretroides podem ser usados em aspersio ou imersio
controlando moscas, carrapatos, pulgas ou piolhos. O uso excessivo e a lipossolu-
bilidade podem levar a intoxicac¢ido do animal ou do préprio aplicador, assim como
possivel contaminagio do meio ambiente. A cipermetrina € classificada como um
produto piretréide contendo componente alfa-yano em sua estrutura molecular
(OSWEILER, 1998).

O figado € um 6rgao vital para o metabolismo do animal; anatomicamente 78% do
fluxo sanguineo ao 6rgio ocorre através da veia porta. Dentre as funcoes hepaticas
estdo a biotransformacio e o acimulo de metabdlitos, neutralizando e eliminando as
substancias toxicas (CUNNINGHAM,; KLEIN, 2008). O uso incorreto e indiscriminado
dos piretrdides tem acelerado o processo de selecio de resisténcia (CASIDA, 2009).
E quando usado em excesso pode levar a intoxicacdo, dada sua alta lipossolubilidade
(MURPHY, 1980).

Os piretrdides sio biotransformados rapidamente no organismo de
mamiferos, principalmente no parénquima hepatico. A reacio inicial de destoxificacio
¢ a hidrolise da ligacio éster, seguida por reacoes de hidroxilagio através do sistema
enzimatico Citocromo P450 e reacoes de conjugacdo. A biotransformacio resulta
na formacio de compostos mais polares, o que facilita sua excrecio pela urina
(SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o periodo de caréncia da cipermetrina
5% pour on no figado de bovinos através de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) MS — Masslynx.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Municipio de Arapongas — PR, latitude
23°28'55,3” e longitude 51°26’07,4”, com inicio em 05/08/2008 e término em
19/08/2008. O produto utilizado foi a cipermetrina 5% pour on. Nos 60 dias que an-
tecederam o experimento os bovinos nao receberam nenhum tipo de medicamento
ou produto quimico. As pastagens ou alimento fornecido de forma suplementar nio

Revista em Agronegocios e Meio Ambiente, v.6, n.2, p. 261-270, maio/ago. 2013



264 Determinacdo de residuo de cipermetrina em figado bovino por meio de cromatografia liquida...

receberam ou passaram por tratamento quimico ou de adubag¢do. Os animais foram
mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha CV MG4, Brachiaria brizantha CV
MGS5 e capim estrela (Cynodon sp), além de receber suplementagdo de cana tritura-
da no cocho. O sal mineral foi fornecido ad libitum.

Os 16 bovinos, machos, todos meio sangue Nelore/Angus, com 2 anos de
idade, foram divididos, ap6s randomizacio, em 4 grupos de quatro animais cada re-
cebendo 10mL de cipermetrina 5% pour on para cada 100Kg de peso vivo. O grupo 1
(G1) foi abatido trés dias apds a aplicacio da cipermetrina; o grupo 2 (G2) sete dias
apos a aplicacao; o grupo 3 (G3), com 10 dias; e o grupo 4 (G4) aos 14 dias ap6s o
recebimento da aplicacio pour on do produto.

Os animais foram encaminhados ao abate em frigorifico sob Servico de Ins-
pecao Federal (SIF 1771). Respeitados os exames de inspe¢ao post mortem da linha
E (conforme RIISPOA), colhia-se um fragmento de aproximadamente 400 gramas do
figado.

As amostras colhidas foram embaladas, etiquetadas e conservadas sob con-
gelamento a -20°C, e encaminhadas ao laboratdrio Quimiplan Anilises e Consultoria
Ltda., situado em Vila Velha no Estado do Espirito Santo.

Para o processamento da amostra do figado foi extraido um fragmento de
seis gramas, este foi homogeneizado em processador de carnes passado por extra-
cdo com acetonitrila, seguida da adicao de sulfato de magnésio, cloreto de sédio e
tampao citrato, pH 5,5 com centrifugacdo para separacio de fases. A fase orginica
foi submetida a um clean up do tipo SPE empregando os sais PSA, GCB e C18, todos
a granel, com nova adi¢ao de sulfato de magnésio para remocio da dgua residual e
centrifugagio para separacio do extrato purificado. Uma aliquota do extrato purifi-
cado foi evaporado a secura e o volume final, retomado com solu¢ao metanol/dgua
(50:50) para ser injetado em sistema LC/MS MS.

Asolucio estoque de cipermetrina a 365,24 ug/mL foi preparada dissolven-
do 9,27mg de padrao em 25mL de metanol. Foi gerada uma curva de calibracio,
com a respectiva equacdo da reta resultante, pelo proprio software do sistema LC/
MSMS (Masslynx), analisando-se padroes diluidos no extrato da matriz, proveniente
da extragio seguida conforme metodologia aplicada para todas as amostras, de uma
matriz isenta de cipermetrina.
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Foram plotadas as concentragoes dos padroes e as dreas dos picos corres-
pondentes, com valores médios de trés repeticoes para cada uma das sete concen-
tracoes empregadas, para em seguida serem determinados o coeficiente angular, o
coeficiente linear e o indice de correlacio linear da reta (0,9951).

Para identificagdo e quantificagio do analito, foi usada a técnica LC/MS/MS,
onde o analito nio foi separado de seus interferentes, no extrato da amostra, le-
vando-se em conta apenas as diferentes interagoes por polaridade com a fase es-
taciondria e fase movel, mas também foi identificado, confirmado e quantificado
por deteccdo massa-massa. Neste processo, o analito foi ionizado formando um ion
precursor com uma razao m/z (massa/carga) especifica e dois ions “filhos” formados
a partir da fragmentagdo do ion precursor com suas respectivas razoes m/z. Com 0s
trés ions formados teremos duas transicoes que serdo monitoradas, sendo que o ion
filho de maior intensidade sera utilizado para quantificacio do analito junto com a
segunda transicio, que serd usada para confirmacio, eliminando assim a possibilida-
de de interferéncias e tornando a técnica bastante especifica, levando em conta além
dos tempos de retencio, mais duas transicdes eletronicas e as propor¢oes em que as
duas transicoes aparecem.

A curva de calibracio foi realizada com os resultados obtidos nas andlises
de oito diferentes concentracoes do analito, fortificando a matriz bioldgica isenta
do firmaco em estudo, para o figado, sendo gerada a curva. Para cada concentracio
foram analisadas triplicatas. O intervalo de concentra¢io compreendeu valores en-
tre 0,000 wg/mL, até 0,700 ug/mL. Todos os pontos da curva apresentaram desvio
menor do que 15% em relacao a concentracao nominal.

Os picos de cipermetrina foram identificados e quantificados dentro de um
limite minimo e maximo de validacio de 10 ug/kg (LminV) e 570 ug/kg (LmaxV),
com uma concentraco intermedidria testada a 220 ug/kg para figado.

Para obtencdo dos extratos, aliquotas de seis gramas de amostras isentas
(controle) foram fortificadas nas concentracdes a serem testadas e submetidas ao
método de andlise, onde 6g de amostra sio extraidas com 6mL de acetonitrila e do
extrato organico purificado, com concentragao de aproximadamente 1g de amostra/
mL; uma porcio de 3mL foi evaporada e o volume retomado com 1mL de metanol/
dgua (50:50) no caso do LIQ a 10 ug/kg. Para as recuperacoes de 220 ug/kg e 570 g/
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kg, uma por¢do de 1mL foi evaporada e o volume retomado com 1mL de metanol/
dgua (50:50 para ser injetada no sistema com uma concentracao dentro do intervalo
linear da curva de calibracio).

A repetibilidade e a exatidio do método foram testadas em trés diferentes
concentracoes (baixa, média e alta) com sete determinagbes por concentracio e
os coeficientes de variacdo foram inferiores a 15% para as trés concentragoes.
Estabeleceu-se por meio da andlise de cada um dos tecidos (amostra controle),
contendo concentragoes decrescentes de cipermetrina até o menor nivel
quantificavel, que foi 0,010 mg/Kg com precisio e exatidio aceitdveis.

Foi estabelecido por meio daandlise de solugoes com concentracio conhecida
e decrescente de cipermetrina até o menor nivel detectado e que contenha, dentro
do intervalo de tempo de reten¢do especificado para a cipermetrina, as transicoes
monitoradas: 432,9 — 190,7 para quantificacao e 432,9 — 126,7 para confirmagio,
com limite de deteccao de 0,005 mg/Kg.

Foi testada a estabilidade do firmaco apds ciclos de congelamento e
descongelamento, utilizando-se trés amostras fortificadas com cipermetrina, nas
concentracoes baixa e alta, nas seguintes condigoes: as amostras foram congeladas
a temperatura de —20°C e mantidas por 24 horas, sendo entdo submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas,
as amostras foram novamente congeladas a temperatura indicada para o
armazenamento por 24 horas e assim sucessivamente, até contemplar os trés ciclos,
quantificando-se o firmaco nas amostras apds o terceiro ciclo. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos na andlise das amostras recém-preparadas.

Para verificacdo dessa estabilidade foram utilizadas trés amostras das
concentracoes baixa e alta, sendo que cada uma delas permaneceu a temperatura
ambiente durante 12 horas antes de serem analisadas. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos na andlise das amostras recém-preparadas.

Para o caso da utilizacio do sistema automdtico de amostragem/inje¢ao
do UPLC/MSMS, a estabilidade do firmaco foi avaliada submetendo a amostra
processada para andlise a temperatura de 10°C por um periodo de 18 horas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente pesquisa, trabalhou-se com 6 gramas de amostra hepatica,
enquanto que Silva (2008) conseguiu mensurar residuos de cipermetrina em 4
gramas de figado. Os valores mensurados na andlise de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) de tecido hepitico encontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Valores residuais de cipermetrina encontrados na analise cromatografica liquida
de espectometria de massas (LC-MS) de tecido hepatico bovino.

Tabela 1

Controle < 10 ug/Kg
Gl 12 — 25 ug/Kg
G2 11 pg/Kg
G3 11— 12 ug/Kg
G4 11 ug/Kg

Fonte:Dados da pesquisa

Segundo dados do EMEA (2003) o limite residual permitido para cipermetrina
em figado de bovinos ¢ de 20 ug/Kg. Exceto no G1, cujo abate dos animais ocorreu
tres dias apds a aplicacio da cipermetrina pour on, os demais grupos apresentaram
residuo de cipermetrina abaixo do valor recomendado pelo EMEA (2003), conferindo
assim um alimento dentro dos padroes aceitos pela legislacio atual.

A utilizacao de um cromatografo acoplado a um espectofotometro de massas
traz as vantagens da cromotografia, alta seletividade e eficiéncia de separacio além
das vantagens do espectofotometro (informacio estrutural, massa molar e aumento
da seletividade) (VEKEY, 2001).

Diferentemente do encontrado na presente pesquisa, Bissacot (1995)
estudando a permanéncia de piretroides no sangue e leite de bovinos, cujos animais
foram pulverizados com cipermetrina, constatou que mesmo ap6s o 28° dia da
aplicacio, os piretrdides estudados ainda estavam presentes em ambos os meios.
A autora recomenda que uma nova aplicacio do produto nio deve ser realizada
antes de 28 dias, o que geralmente nio ocorre nas propriedades agropecudrias,
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demonstrando o desperdicio, mau uso dos defensivos e resisténcia aos principios
ativos no campo.

Na ingestio da dose Unica, a maioria dos piretroides é rapidamente excretada
pela urina e fezes. Geralmente, em mamiferos, mais de 90% da dose € excretada no
periodo de uma semana apds exposicio (SODERLUND et al., 2002). O presente
trabalho demonstra que a partir de sete dias houve avaliacio residual dentro dos
limites previstos pelos 6rgios regulatorios.

Residuos de medicamentos veterindrios podem trazer prejuizos a saude
quando acumulados na gordura e em outros tecidos do animal (USEPA, 2004). Faz-se
necessirio o uso correto dos medicamentos veterindrios para evitar a contaminagio
de seres humanos assim como do meio ambiente. Segundo Brasil (2000), a determi-
nacio de residuos de pesticidas desempenha um papel importante para a estimativa
da exposi¢io humana e do meio ambiente a estes medicamentos veterindrios.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se afirmar que apds sete dias da aplicacio da cipermetrina 5% pour
on os residuos existentes no tecido hepdtico bovino apresentaram-se dentro dos
padroes determinados pela legislacao brasileira atual, permitindo assim o consumo
do produto de origem dos animais tratados.

REFERENCIA

BISSACOT, D. Z. Determinacao de residuos de inseticidas piretréides sintéticos
em leite e sangue de bovinos. 1995. 113f. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Bio-
l6gicas) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Botucatu, 1995.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Plano Nacional de Con-
trole de Residuos e Contaminantes. Instrucao normativa 42 de 20 de dezembro
de 1999. Brasilia: MAPA, 1999.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Residuos de agrotdxicos em ali-
mentos. Revista de Satide Publica, v. 40, n. 2, p. 361-363, 2006.

Revista em Agronegdcios e Meio Ambiente, v.6, n.2, p. 261-270, maio/ago. 2013



Rezende, Okano, Barca Junior, Lopes, Koetz Juniot, Santana e Headley 269

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Instrucao normativa
n° 9 de 30 de marco de 2007. Brasilia: MAPA, 2007.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Assessoria de Gestio
Estratégica. Brasil projecoes do agronegocio 2010/2011 a 2020/2021. Brasilia:
MAPA, 2011. 59 p.

BULLMAN, G. M.; MUNOS CABENAS, M. E.; AMBRUSTOLO, R. R. El impacto ecol6-
gico de las lactonas macrociclicas (endectocidas): uma actualizacion compreensiva y
comparativa. Veterinaria Argentina, v. 8, n. 127, p. 3-15, 1996.

CASIDA, J. E. PEST TOXICOLOGY: THE PRIMARY MECHANISMS OF PESTICIDES
ACTION. CHEMICAL RESEARCH IN TOXICOLOGY, V. 22, N. 4, P. 609-619, 2009.

CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento. Previsao e acompanhamento
de safras. Disponivel em: <http://www.conab.gov.br>. Acesso em: 04 dez 2011.

CUNNINGHAM, J. G.; KLEIN, B. G. Tratado de fisiologia veterinaria. 4. ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2008, 710 p.

EMEA. The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products Veteri-
nary Medicines and Inspections. 2003. Disponivel em: <http://www.emea.europa.
eu/docs/en_GB/document_library/Maximum_Residue Limits - Report/2009/11/
WC500013078.pdf>. Acesso em: 13 dez 2011.

MURPHY, S. D. Pesticides: In: DOULL, J. K.; AMDUR, M. O. Casarett and doull’s
Toxicology: the basic Science of poisoning. 2. ed. New York: McGraw Hill; Medical
Publishing Division, 1980. p. 357-480.

PANE, J. S.; NOGUEIRA, A. R. A.; BRONDI S. H. G. Desenvolvimento de tecnologia
analitica para determinacio de residuos de medicamentos veterinirios em carne
bovina. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE CARNES, 4,
2007, Campinas. Anais... Campinas: [s.n.], 2007.

Revista em Agronegocios e Meio Ambiente, v.6, n.2, p. 261-270, maio/ago. 2013



270 Determinacdo de residuo de cipermetrina em figado bovino por meio de cromatografia liquida...

OJIMA, A. L. R. O.; BEZERRA, L. M. C. Seguranca alimentar e logistica: o papel na
cadeia de carne bovina. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE ADMINISTRAGAO RURAL,
5, 2005, Campinas. Anais... Campinas: [s.n.], 2005.

OSWEILER, G. D. Toxicologia veterinaria. Porto Alegre: Artes Médicas, 1998. 526p.

SANTOS, M. A. T.; AREAS, M. A;; REYES, F. G. R. Piretr6ides: uma revisio geral. Ali-
mentos e Nutricao, v. 18, n. 3, p. 339-349, 2007.

SILVA, E. P. Validacao de método de extracao e analise multirresiduo de agroto-
xicos em carne bovina por cromatografia gasosa. 2008. 119f. Dissertacio (Mes-
trado em agroquimica) - Universidade Federal de Vigosa, 2008.

SODERLUND, D. M.; CLARK, J. M.; SHEETS, L. P. et al. Mechanisms of pyrethroid
neurotoxicity: implications for cumulative risk assessment. Toxicology, v. 171, n. 1,
p.3-59, 2002.

USEPA. United States Environmental Protection Agency. Pesticides. The EPA and
Food Security, 2004.

VEKEY, K. J. A Chromatography, [S.L; s.n.], 2001.

Recebido em: 29 de maio de 2012
Aceito em: 08 de novembro de 2012

Revista em Agronegdcios e Meio Ambiente, v.6, n.2, p. 261-270, maio/ago. 2013



