Verificacdo da contaminacao por dimetoato e aldicarb em figado de
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) coletados em dois frigorificos
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Resumo

A importancia dos peixes como fonte protéica na alimentacdo humana ¢ indiscutivel, porém seu papel
como indicador de contaminagdo ambiental também ¢ muito relevante. O presente trabalho objetivou a
analise de figados de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), coletados em frigorificos comerciais de dois
municipios do Estado do Parana para averiguacao de contaminacdo pelos compostos organofosforados
e carbamatos. Coletou-se 30 amostras de figado de Tilapia do Nilo (O. niloticus) no frigorifico A e 45
amostras no frigorifico B, totalizando 75 amostras analisadas. Em cada local foram realizadas trés visitas,
e de forma aleatoria, coletadas as amostras no periodo de julho de 2006 a maio de 2007. Para extragdo
e analise das amostras utilizou-se a metodologia qualitativa de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD). Os padrdes de organofosforado e carbamato utilizados na analise de CDD foram respectivamente
o Dimetoato e Aldicarb. Nas amostras analisadas foi encontrado o praguicida cabarmato em sete
amostras, sendo uma das amostras coletada no frigorifico A e seis coletadas no frigorifico B. O composto
organofosforado foi encontrado em quinze amostras das 75 amostras analisadas, sendo sete amostras
do frigorifico A e oito das amostras do frigorifico B. Os resultados obtidos inferem na possibilidade da
contaminagdo dos tanques de cria¢do nas pisciculturas e da necessidade de monitoramento constante
quanto a presenga de residuos de praguicidas nesta importante matriz alimenticia.
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Abstract

The importance of fish as a protein source in food is unquestionable, but its role as an indicator of
environmental contamination is also very important. This study aimed to analysis the livers of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus), collected from commercial cold-storages in two municipal districts in
the State of Parana, for investigation of contamination by organophosphorus compounds and carbamates.
It was collected 30 samples of Nile tilapias (O. niloticus) liver in the cold-storage A and 45 samples in
the cold-storage B, totaling 75 samples. At each location were three visits, and at random, collected the
samples from July 2006 to May 2007. For extraction and analysis of samples it was used the qualitative
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methodology of Thin Layer Chromatography (TLC). Patterns of organophosphate and carbamate used
in the analysis of the TLC were respectively Dimethoate and Aldicarb. Of the samples tested were found
cabarmate in seven samples, one of the samples collected in the cold-storage A and six collected in the
cold-storage B. The organophosphate compound was found in fifteen samples from 75 samples, seven
of the cold-storage A and eight samples from the cold-storage B. The results infer the possibility of
contamination of the tanks in the creation of farms and the need for constant monitoring for the presence
of residues of pesticides in this important food matrix.

Key words: Dimethoate, aldicarb, liver. Nile tilapias (Oreochromis niloticus)

Introducao

A contaminagdo das aguas ¢ um tema que
atualmente preocupa o mundo. O uso indiscriminado
de praguicidas vem durante anos contaminando rios
e lengois freaticos. Esta contaminagdo esta presente
também nas pisciculturas, em que as aguas das
chuvas carregam compostos usados para controle de
pragas em lavouras e em criagdes animais, levando
assim a contaminacgdo dos tanques onde sdo criados
0s peixes.

Outras formas de contamina¢do destas
pisciculturas sdo: volatilizacdo dos compostos
aplicados nos cultivos, formag¢do de poeira do
solo contaminado e pulverizagdo de praguicidas,
que podem ser transportados por correntes aéreas
sofrendo deposito no solo e na agua, distantes das
areas onde foram originalmente aplicados (ARIAS

et al., 2007).

A importancia dos peixes como fonte protéica na
alimenta¢@o humana ¢ indiscutivel, porém seu papel
como indicador de contaminagdo ambiental também
¢ muito relevante (STREIT, 1998). Segundo Giron-
Pérez et al. (2007), a Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) ¢ um o6timo modelo para avaliacdo do
ecossistema aquatico e para realizacdo de estudos
toxicoldgicos. Os peixes como umtodo sdo excelentes
para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade
deretirar, estocar e bioacumular compostos poluentes
em seus organismos (STREIT, 1998).

Os primeiros locais de capta¢do dos poluentes
presentes nas aguas sdo as branquias, portanto, os
primeiros efeitos da substancia quimica vao ser
observados nestes 6rgaos (SANCHO apud GIRON-
PEREZ et al. 2007), o figado recebe o volume de

sangue previamente filtrado por estas estruturas e
possui importancia extrema na desintoxicagdo e
eliminagdo da substancia do organismo (GIRON-
PEREZ et al., 2007).

Os compostos organofosforado e carbamato
agem bloqueando irreversivelmente a acdo da
acetilcolinesterase sobre a acetilcolina, evitando
a hidrodlise deste neurotransmissor, resultando em
paralisia espastica e conseqiiente elimina¢do do
parasita (SARTOR; SANTAREM, 2006).

Os organosfosforados foram originalmente
introduzidos como praguicidas pelos cientistas
alemaes antes e durante a Segunda Guerra Mundial
(SARTOR; SANTAREM, 2006). Acredita-se que
estes compostos foram introduzidos como uma
alternativa aos organoclorados, que apresentam
uma maior bioacumula¢io (GIRON-PEREZ et al.,
2007). Atingiram uso indiscriminado como anti—
helmintico e praguicida, uma vez que sdo altamente
toxicos para diversos parasitas.

Segundo Dutta e Arends (2003), a inibicdo da
acetilcolinesterase levaaalteragdes de comportamento
em animais de laboratério. No meio aquatico
natural, a inibicdo da atividade desta enzima
pode afetar drasticamente uma série de fatores
como: crescimento, sobrevivéncia, alimentagao, e
comportamento reprodutivo (DUTTA; ARENDS,
2003). Existem evidéncias de que este composto
possui agdo cancerigena quando administrado em
animais de experimento (ADAMS, 1992).

Varios fatores estdo envolvidos na alteragdo
de da pelos
organofosforados, como a duragdo do periodo de
exposicdo e concentragio do agente (UNER et
al., 2006).

atividade acetilcolinesterase
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Os carbamatos possuem grau variado de
toxicidade para o ser humano. Sao utilizados como
inseticidas, fungicidas e parasiticidas na agricultura
(SARTOR; SANTAREM, 2006).

Estudos estdo sendo realizados a respeito da
toxicidade do carbofuran, inseticida da classe dos
carbamatos, na vida aquatica (ELSER; KIMMEL,
1985; HEJIDUK; SVOBODOVA, 1980). Animais
envenenados apresentam um aumento na atividade
metabolica associado a um aumento do estresse,
que juntos vao levar a uma deplecao da reserva de
energia do organismo (DUTRA; FERNANDES;
OLIVEIRA, 2008).

Este trabalho possui um carater inédito no estado
do Parand, Brasil, pois se propds a analisar os filés
de tilapia provenientes de frigorificos, adotando
assim uma postura de vigilancia da qualidade do
alimento que chega a populagao.

O trabalho objetivou a
contaminacdo de figados de Tilapia do Nilo (O.
niloticus), coletados em frigorificos comerciais de

investigacdo da

dois municipios do Estado do Parana, por compostos
organofosforados e carbamatos.

Material e métodos
Locais de coleta e amostragem

As coletas foram realizadas em dois frigorificos
de peixe do Estado do Parana/Brasil, contatados
pela Secretaria da Agricultura e Abastecimento do
Parana (SEAB), 6rgdo governamental que fiscaliza
e regulamenta as atividades rurais, agricolas e
pecuarias no Estado. Ambos frigorificos trabalham
apenas com peixes provenientes de piscicultura
comercial.

Os frigorificos foram escolhidos pela importancia
econdmica que exercem em seus locais de atuacdo
e serdo designados pelas letras A e B. O frigorifico
A localiza-se na regido Oeste do Estado do Parana
e possui servigo de inspegdo federal (SIF). O

frigorifico B localiza-se na regido Norte do estado
do Parana e possui servigo de inspe¢do municipal
(SIM). O frigorifico A possui uma média de abate
semanal de 30 toneladas, e o frigorifico B uma
média semanal de 600-1000 Kg.

Coletou-se 30 amostras de figado de Tilapia do
Nilo (O. niloticus) no frigorifico A e 45 amostras no
frigorifico B, totalizando 75 amostras analisadas.

Foram realizadas duas visitas no frigorifico A
e trés visitas no frigorifico B, com a coleta de 15
amostras de filé de tilapia em cada uma, de forma
aleatoria, na fase final do processamento, antes da
fase de embalagem. O periodo de coleta estendeu-se
de julho de 2006 a maio de 2007.

Protocolos de coleta

As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos e mantidas refrigeradas, em bolsas

térmicas, do local de coleta até o laboratorio.

Antes da estocagem e andlises, os figados foram
pesados e cerca de 50 g foi separado como amostra.
As amostras foram re-embaladas em filme de PVC,
numeradas e congeladas a —20°C.

Analise do material

As andlises foram feitas no Laboratorio
de Toxicologia Veterinaria e Plantas Toxicas
(Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
da Universidade Estadual de Londrina), no periodo

de 10/03/2008 a 05/05/2008.

Metodologia analitica

Para extracdo e analise das amostras utilizou-
se a metodologia qualitativa de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) (MARTINEZ-VIDAL et
al., 1997; MINELI; RIBEIRO, 1996; MORAES,
1991).
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1 — Padrdes e reagentes utilizados:

Os padroes de organofosforado e carbamato
utilizadosnaanalisede CDD foramrespectivamente o
Dimetoato (fosforoditioato de S-(N-metilcarbamoil-
metil)-O,0-dimetilditiofosforilacetico) e
Aldicarb  ([2-metil-2-(metiltio)
O-(metilcarbamoil Joxima]).

propionaldeido

A concentragdo do padrdo de Dimetoato para
analise em CDD foi de 100ug/ml diluido em acetona.
Para preparagdo do padrdo de Aldicarb foi utilizado
acetonitrila com ressuspensdo em N-hexano e
utilizado na concentra¢ao de 100pg/ml.

Os reagentes utilizados foram o sulfato de
sodio anidro P.A (NaSO,) diluido a 30%, corante
rodamina preparado a partir da mistura de 0,4
gramas de rodamina (C,H, CINO,), 100ml de
acido cloridrico (HCL) IN e 10ml de nitrato de prata
(AgNO,) 0,02N; corante p-nitroanilina preparado
a partir da mistura das solugdes A e B. Solugdo
A: 1 grama de p-nitroanilina (C.HN,O,) diluidos
em 100 ml de acido cloridrico. Solugdo B: nitrito
de sodio (NaNO,) P.A. a 3% diluidos em 100ml de
agua destilada. Corante hidroxido de sodio (NaOH)
diluido a 40% diluido em proporgdes iguais de
etanol (C,H,OH).

2 — Extracdo de residuos de Dimetoato e Aldicarb
para analise em CDD:

A extragdo e purificagdo dos residuos de
Dimetoato a Aldicarb para analise em CCD foram
realizadas colocando-se em um erlenmeyer de
250ml, 5g da sub-amostra, Sml de agua destilada,
0,5ml de acido formico P.A. 98-100% (CH,0,), 2 ml
de sulfato de sodio 30% e 30ml de acetonitrila P.A.
(CH,CN). Agitou-se por 10 minutos em aparelho
Agitador Kline modelo 255 e posteriormente foi
realizada a centrifugac@o em aparelho Presvac DCS-
16-RV a 2000rpm por 10 minutos. Em um funil de
separagcdo de 250ml foi colocado o sobrenadante
e extraido 2 vezes com 20ml de N-hexano P.A.,
desprezando-se a fase de acetonitrila P.A. (CH,CN).

A fase do N-hexano P.A. foi filtrado utilizando-se
papel filtro e sulfato de sodio anidro P.A. (NaSO,).
Apds evaporagdo, o material seco da sub-amostra
sofreu re-suspensdo com 2ml de N-hexano P.A.,
homogeneizado e com utilizagdo de tubos capilares
de 75mm, didmetro interno 1,0mm e externo
1,5mm para determinagdo de micro-hematocrito
sem heparina, aplicou-se 15 gotas do material
ressuspenso em placas de 0,25mm de espessura de
silica gel preparadas previamente com 5 gramas de
silica gel 60G diluidos em 10ml de agua destilada.
Posteriormente a placa de silica gel 60G Mesh
foi colocada em uma cuba para cromatografia
previamente saturada com solucdo de cloroférmio
P.A.; acetona P.A. (70ml:30ml), removida apos
atingir 80% de desenvolvimento e secagem em
temperatura ambiente.

3 —Identificacao de residuos de Dimetoato e aldicarb
pela CCD:

A leitura para presenga de residuos de Dimetoato
foi realizada apds utilizagdo do corante rodamina.
Para leitura da presenca de residuos de Aldicarb
utilizou-se o corante p-nitroanilina e em seguida
a placa foi mantida em estufa a temperatura de
50°C por 5 minutos. Apds o resfriamento da placa
utilizou-se hidroxido de sodio 40%.

Resultados e discussao

Os peixes sofrem contaminagdo pela ingestdo
de alimentos que contém particulas toxicas, ou
pelo contato com o contaminante que esta presente
na agua. Quando o seqiiestro se dd apenas pela
retirada do contaminante do meio pelo contato
temos a bioconcentragdo, porém quando a retirada
do contaminante se da pelas duas vias temos a
bioacumulac¢ao (STREIT, 1998).

Na bioconcentragdo a substancia toxica penetra
no organismo, principalmente, pelas branquias e
pelos outros tecidos que estdo em contato direto
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com o meio, fatores fisicos e ambientais interferem
neste parametro (STREIT, 1998).

No presente trabalho, do total de amostras
analisadas foi encontrado carbamato em sete
amostras, sendo uma do frigorifico A e seis
(Tabela. 1).

do frigorifico B. O composto

organofosforado foi encontrado em quinze amostras,
sendo sete do frigorifico A e oito do frigorifico B
(Tabela. 1). Portanto, das 75 amostras analisadas
9,3% pelo praguicida
carbamato, enquanto 20,0% estavam contaminadas
por compostos organofosforados (Tabela. 1).

estavam contaminadas

Tabela 1. Resultados das analises das amostras provenientes do frigorifico A (30 amostras) ¢ frigorifico B (45 amostras)
dos principios ativos carbamato e organofosforado, coletadas no periodo de julho de 2006 a maio de 2007, ¢ as respectivas

porcentagens de amostras positivas.

Frigorifico A Frigorifico B Total
N P % de positivos N P % de positivos
Carb 29 01 3,3 39 06 13,3 75
Org 23 07 23,3 37 08 17,8 75
Total 52 08 15,9 76 14 18,4 150

N: negativo; P: positivo; Carb: carbamato; Org: organofosforado

Os dados acima demonstram que peixes criados
em pisciculturas comerciais ndo estdo livres da
contaminacdo das aguas por praguicidas, que sdo
levados aos tanques presuntivamente do mesmo
modo que sdo levados as aguas dos rios, onde
contaminam os cardumes nele existentes. A presenca
destes compostos nos rios pode ocorrer pela
volatilizagdo, transporte atmosférico e precipitagdes
(RACKE, 1992; BIDLEMAN, 1999; VAN DIJK;
GUICHERIT, 1999), sendo importantes meios de
contamina¢do no periodo de baixa pluviosidade
ou pelas lixiviagdes em solos tratados com estas
substancias.

As regides onde se localizam os frigorificos

estudados nesta pesquisa sdo historicamente

conhecidas como 4reas de grande produgdo
agropecuaria, onde ¢é freqiiente o uso dos compostos
organofosforado e carbamato para o controle de
pragas nas lavouras e como antiparasitarios nas
criagdes de animais. Este fato reforga a possibilidade
destes compostos serem levados aos tanques de

criagdo por aguas pluviais contaminadas.

Soumis et al. (2003), pesquisando a presenca
de inseticidas organofosforados em peixes do rio

Amazonas, observou que os niveis encontrados
apresentaram-se abaixo das ingestdo diaria
aceitavel (IDA) para o consumo humano. Vale
salientar que as concentragdes observadas pelo
autor foram encontradas em animais que vivem
em agua corrente, o que nio ocorre nos tanques de
criagdo das pisciculturas onde os principios podem

S€ concentrar.

Os praguicidas s3o absorvidos e carreados
ao figado, local onde pelas enzimas ira ocorrer a
bioativacdo e desintoxicagdo destes compostos.
A mensuracdo da atividade de enzimas hepaticas
como ALT, ALP ¢ GGT no soro ou plasma, ¢
utilizada rotineiramente para verificar a presenca
de alteracdes bioquimicas da funcdo deste 6rgdo
causada por diferentes agentes toxicos (GIRON-
PEREZ et al., 2007).

Em um experimento realizado com Tilapias do
Nilo (O. niloticus), em que estas sofreram exposicao
ao diazinon (7.830ppm e 3.915ppm) por 96 horas,
ndo existiu diferenca estatistica (p [ 0,05) quando
comparado com o grupo controle em relagdo as
enzimas hepaticas acima citadas (GIRON-PEREZ
et al., 2007).
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Durmaz, Sevgiler e Uner (2006) verificou a
presenca de alteracdes na atividade de enzimas
anti-oxidantes e¢ também da acetilcolinesterase
em Tilapias do Nilo (O. niloticus) expostas ao
diazinon. A metodologia utilizada no estudo foi a
espectofotometria, realizada em branquias, rins, trato
alimentaretecidomuscular. Diferengas significativas
foram encontradas nos diferentes tecidos, o que
indica a existéncia de uma grande especificidade
tecidual e dependéncia da dose utilizada durante a
exposicao dos animais a0 composto.

Assim como nos peixes, alteragdes em
decorréncia de exposicdo aos praguicidas podem
estar presentes em outros animais aquaticos, como
por exemplo, em crustdceos. Dutra, Fernandes e
Oliveira (2008) verificou os efeitos do carbofuran
no metabolismo energético, atividade da Na*/
K" ATPase e alguns pardmetros reprodutivos de
crustaceas do género Hyalella (Hyalella pleoacuta

e Hyalella curvispina).

Os animais foram expostos a doses de 5
ou 50ug/L, por um periodo de 7 dias, ao final
deste periodo, os animais foram congelados
para determinacdo dos parametros bioquimicos,
mensuragdo da atividade da enzima Na*/K* ATPase
e niveis de peroxidagdo lipidica. Observou-se
diminui¢do dos niveis de glicogénio, proteinas,
lipidios, triglicerideos e Na”/K* ATPase, e aumento
dos niveis de peroxidagdo lipidica.

O risco de efeitos adversos a satde humana
relacionados a exposi¢do por pesticidas depende
do perfil
produto, do tipo e da intensidade da exposicao e da
susceptibilidade da populacio exposta (DELGADO;
PAUMGARTTEN, 2004).

fundamentalmente toxicolégico do

Exposicdes curtas podem levar a conseqiiéncias
graves no ciclo de vida dos animais, mesmo que o
composto ndo permanega por tempo prolongado no
local originalmente aplicado (DUTRA et al., 2009).
Em decorréncia do seu uso disseminado, existe o
potencial de lesdo imediata e/ou tardia para seres
humanos, animais domésticos ¢ vida selvagem,

ja que pode ocorrer a permanéncia de residuos no
ambiente aquatico por tempo indeterminado, tendo
assim grande influéncia na popula¢do de peixes
durante anos (ARIAS et al., 2007).

A metodologia de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) ¢ uma técnica qualitativa de triagem,
realizada com o objetivo de verificar apresenga oundo
de determinados residuos, como o organofosforado e
o carbamato. Como complementacao a CCD, pode-
se fazer uma analise confirmatoria quantitativa, por
Cromatografia Gasosa, para que haja a posterior
avaliagdo dos niveis de residuos e se 0s mesmos estao
de acordo com os Limites Méaximos de Residuos
(LMR) preconizados pelo Codex Alimentarius,
porem, € uma técnica que demanda custo operacional
¢ equipamento mais sofisticado.

A CCD ¢é uma técnica padrdo confiavel e de
baixo custo que pode servir para determinar o grau
de contaminagdo que pode estar ocorrendo e nortear
futuras pesquisas com outras analises laboratoriais
mais complexas.

Conclusoes

Os resultados encontrados na metodologia
de CCD nos alerta para a contaminagdo de uma
fonte protéica muito importante que sdo os peixes,
especificamente neste caso as Tilapias do Nilo (O.
niloticus), criadas objetivando o consumo humano.

Os resultados servem de alerta para que outros
estudos
possibilidade de ocorréncia de problemas de saude

sejam realizados, avaliando assim a
publica, ja que estes frigorificos sdo de grande
importancia econdmica em seus lugares de atuacao,
sendo que um deles possui o Servico de Inspegdo
Federal (SIF) que o autoriza a comercializar este
produto dentro de todo o territorio nacional.
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