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DETERMINACAO DA MIGRACAO DO
PENTACLOROFENOL (PCF) A PARTIR
DE MADEIRA PARA ALIMENTOS POR
ELETROFORESE CAPILAR E AVALIACAO
DO POTENCIAL DE TOXICIDADE
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Os preservantes de madeira sio todas as substdncias usadas para evitar o apodrecimento Shirley Abrantes?*
das madeiras por microrganismos, tornando-a resistente ao ataque e desenvolvimento de
microrganismos xilofagos. Neste trabalho desenvolvemos uma metodologia analitica em  'Doutorando em Vigilancia

eletroforese capilar capaz de determinar a migracdo desses preservantes de madeira a par-
tir da madeira para os alimentos e estimar o seu potencial toxicologico. A metodologia de

Sanitaria pelo programa de
pés-graduacgao em Vigilancia
Sanitaria do INCQS-FIOCRUZ;

eletroforese capilar mostrou ser bastante eficiente de acordo com trabalhos descritos na  2|nstituto Nacional de Controle
literatura. O objetivo deste estudo é avaliar a situagio dos materiais de madeira em contato e Qualidade em Sautide

com os alimentos em relagio a seus preservantes, além de estudar a genotoxicidade dos  (INCQS-FIOCRUZ)
preservantes de madeira. O estudo pretende colaborar com uma legislagio nacional que

atualmente ¢ inexistente no que trata dos preservantes de madeira em contato com os
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The wood preservatives are all substances used to avoid the rottenness of wood by mi-
croorganisms, turn it resistant to attack and development xylophages microorganisms. In
this work we develop an analytical methodology in capillary electrophoresis to determine
the migration these wood preservatives from wood to food and to estimate its potential
toxic. The methodology of capillary electrophoresis to determine the pentachlorophenol
demonstrated to be enough efficient according to works described in the literature. The aim
this study is to evalute the situation of the wood materials in contact with foods in relation
yours preservatives beyond to study the genotoxicity of the wood preservatives. The study
intends to collaborate with national legislation that actually there is not regarding wood

preservatives in contact with foods.
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INTRODUCAO

O Pentaclorofenol (PCF) é um composto muito toxico e,
dentre os clorofendis, foi usado amplamente como fungicida
na preservagido de madeira durante décadas. Sua andlise tem
recebido especial aten¢do a fim de medir os niveis de con-
trole desta substincia que pode ser transferida aos alimentos
pelo contato direto com madeiras tratadas com PCF.
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A toxicidade e a persisténcia do PCF em locais contaminados ja
é bem conhecida, o PCF é considerado como um poluente toxico-
logicamente relevante por causa da sua alta toxicidade, segundo a
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA-EUA), na Europa, as agéncias
regulatérias estabeleceram compromisso sobre valores limite de 5
mg PCF/kg de madeira seca reciclada (Becker et al., 2002).
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Para sua andlise, varias metodologias ja tém sido extensi-
vamente utilizadas tais como cromatografia liquida (CL), cro-
matografia gasosa (CG) (Domefio et al., 2005), entretanto o
desenvolvimento da eletroforese capilar (EC) aparece como
uma metodologia promissora, apresentando alta eficiéncia nas
separagdes, alta resolugio e baixo custo (Jauregui et al., 2000).

MATERIAIS E METODOS

Amostras

Foram analisados materiais de madeiras que entram em con-
tato direto com os alimentos, tais como palitos de picolé, palitos
de dentes, e caixas usadas no transporte e armazenagem dos ali-
mentos. Algumas amostras foram gentilmente doadas por fabri-
cas de sorvetes e outras obtidas no comércio local.

Reagentes

Pentaclorofenol (98%) Aldrich (Madri, Espanha); Metanol
para cromatografia liquida (Darmstadt-Alemanha); Agua ul-
trapura e tampdo Tetraborato de Sédio (Na,B,O,) e Hidro-
xido de Sédio (NaOH 0.1 N) da Agilent Reagentes.

Equipamentos

Todos os experimentos de andlise foram realizados em um
equipamento de eletroforese capilar HP 3D-CE (Hewlett-Pa-
ckard-CA, EUA\) instalado com uma coluna de silica fundida com
50um de didmetro interno e 40 cm de comprimento efetivo ad-
quirido da Agilent, e acoplado a detector de arranjo de diodo.

Figura |. Ensaio de migragdo usando palitos de picolé (300cm?) e solvente
simulante (Etanol/H,0O 95%) tempo de contato 10 dias e temperatura 5°C.

Figura 2: Fotomicrografia das células no ensaio cometa.
A: Célula Controle E: Célula com dano
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O capilar e os frascos das amostras foram mantidos a
temperatura de 20°C e a voltagem durante a separacao foi de
30 kv. As amostras foram injetadas a pressio de (50 mBar). E
a corrida foi realizada em tampao Na,B,O,20mM e pH 9,3.

Condicionamento do capilar

Antes de cada corrida é realizado o condicionamento do
capilar, através da passagem de NaOH 0,] M por dois minu-
tos, seguido da passagem de 4gua desionizada (Pure Water®-
Agillent) por cinco minutos antes da corrida com o tampio.
E no final do dia a coluna é lavada com dgua desionizada du-
rante trinta minutos.

Ensaio de migracao

A metodologia usada para determinagio dos preservantes
de madeira foi através do ensaio de migragdo. As substéncias
que sio transferidas ao alimento como resultado do contato
direto ou da interagio entre alimento e materiais de embala-
gem sdo frequientemente chamados de “migrantes” (Abrantes
et al., 1998). O teste de migracio seguiu a Comissdo da Co-
munidade Européia (1994) usando como solvente simulante
(Etanol/H,0-95% e 50%) conforme o apresentado na Figura
I, e analisado no eletroforese capilar.

Ensaio cometa

O PCF tem sido descrito como provavel carcinégeno ao
homem pelas principais agéncias de estudos toxicologicos.
O ensaio cometa trata-se de um importante ensaio no que
diz respeito, ao dano que uma determinada substincia pode
causar ao DNA das células, sendo assim podemos avaliar a
atividade carcinogénica e mutagénica em células animais e hu-
manas porque se detecta o dano ao genoma (Ozaki, et al.,
2004). A substincia padrio (PCF) em varias concentragdes de
DMSO, e uma aliquota de 475 L de suspensdo celular (células
sanguineas) serdo colocadas em contato com o PCF, que se-
rao incubadas por duas horas e rapidamente espalhadas sobre
laminas microscopicas. As laminas serio transferidas para ob-
servagdo em microscopicos, onde serdo observados os danos
causados no DNA das células caracterizados pela formagio da
cauda. De acordo com apresentado na Figura 2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O PCF pode ser analisado de forma linear na faixa de
concentragido de 5 a 200 (ug/mL) e esta faixa apresentou re-
sultados homoscedasticos.

Os tempos de migragdo nos eletroferogramas dos solventes
simulantes injetados na eletroforese capilar foram comparados
aos das solucdes padrdes que apresentaram uma substincia com
o mesmo tempo de migragdo da substincia padrao. De acordo
com o eletroferograma apresentado na Figura 3. A identificacdo
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Figura 3. Eletroferogramas da solucao padrao de PCF (A) e da Amostra (B)
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Figura 4. Espectro do padrao de PCF derivatizado — Ippm (modo SCAN) (A) & espectro da amostra derivatizada de PCF (modo SIM) (B)
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ainda necessitava de outras andlises, que foram realizadas para
confirmar a presenga do PCF tais como a utilizagdo da cromato-
grafia acoplada a espectro de massas, usando a metodologia de
Becker et al. (2002), apresentados na Figura 4 na qual obtivemos
bons resultados para a presenga do PCF nas amostras.

Em nossas andlises foi feita a opgdo pelo modo (SIM)
no espectrometro de massa ao modo (SCAN) pelo fato do
modo (SIM) ser mais seletivo ao PCF.

CoNcLusAO

Este projeto é de extrema importincia no que se refere
ao uso dos preservantes de madeira, devido o fato da insufi-
ciéncia de informagdes relacionados a metodologia analitica e
estudos envolvendo a parte toxicoldgica. O estudo trata de
duas metodologias relativamente novas, a eletroforese capilar
e o0 ensaio cometa, sendo os seus resultados considerados
validos e cada vez mais aceitos pelas agéncias regulatorias e
pela comunidade cientifica.

Além do fato do Brasil ndo possuir informagdes detalha-
das sobre a utilizagdo desta substincia é desconhecido os ni-
veis de exposi¢do a que estdo sujeitos os trabalhadores de
determinados setores especificos de produgio.
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