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No estudo em questdo, utilizou-se a inibi¢ao
da enzima acetilcolinesterase para detectar
pesticidas organofosforados e carbamatos
em frutas e hortalicas consumidas na
cidade de Cabo Frio. Hortalicas e frutas ali
coletadas, em anos distintos (1996 e 2007)
apresentaram pesticidas em todas as amostras.
As amostras de alface (1996) e agrido (2007)
foram as que apresentaram maiores teores de
equivalentes de metil-paration, 0,7 ¢ 1,4 ppm,
respectivamente. Os niveis mais baixos foram
detectados nas uvas: 0,2 ppm. A solubilizagao
dos compostos envolvidos no estudo em
Triton X-100 foi eficiente sem inibir a
atividade da enzima acetilcolinesterase. Entre
os alimentos estudados, a alface, o agrido e
a maga sio merecedores de atengio para
monitoramento de residuos de pesticidas
organofosforados e carbamatos.
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Introdugio

The study used acetylcholinesterase enzyme
inhibition to detect organophosphate and
carbamate pesticides in fruits and vegetable
consumed in the City of Cabo Frio. Vegetable and
fruits collected in the area in distinct years (1996
and 2007) present pesticide in all samples. The
samples of lettuce (1996) and watercress (2007)
presented the highest rates of parathion-metyl
equivalent 0,7 and 1,4 ppm, respectively. The
lowest levels were detected in grapes: 0,2 ppm.
The solubilization of compounds involved in the
study in Triton X-100 were efficient without
inhibiting the activity of acetylcholinesterase
enzyme. Among the samples studied, lettuce,
watercress and apples are valuable in  the
monitoring of residues of organophosphorus and
carbamate pesticides.
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O uso de pesticidas ainda é a principal estratégia no campo para o combate e

a prevengio de pragas agricolas, garantindo alimento suficiente ¢ de qualidade para a
populacio (CALDAS; SOUZA, 2000). De um modo geral, os agentes quimicos mais
usados sdo os herbicidas, os inseticidas e os fungicidas. Embora os herbicidas sejam mais
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utilizados, em geral a toxicidade deste grupo de substancias ¢ inferior a dos inseticidas
(OLIVEIRA-SILVA ezal.,2001). Os inseticidas pertencentes as categorias dos compostos
organofosforados e dos carbamatos apresentam mecanismo comum de agio, baseado
na inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE), e sio os responsdveis pelo maior
nimero de intoxicagoes no meio rural (MACQUEEN, 1995). Os objetivos do presente
estudo s20, usando como base a técnica enzimdtica de deteccio de organofosforados e
carbamatos, avaliar a possibilidade de solubilizar pesticidas presentes na superficie de
frutas e hortalicas com Triton X-100 e determinar sua concentra¢io pela inibigao de
uma preparagio de AChE. Para tal, utilizamos frutas e hortalicas consumidas cruas,
vendidas & populacio em feiras livres, mercados e “hortifrutis”, comparando coletas

realizadas em 2007 com as realizadas em alfaces, em 1996, na cidade de Cabo Frio.

Métodos
Preparacio de AChE

Ratos albinos adultos (200g) foram sacrificados, apds anestesia com éter, sendo
que, na sequéncia, seus cérebros foram removidos e homogeneizados em 3 a 5 volumes de
dgua destilada, através de 20 passagens em aparelho de Potter. Em seguida, este material
foi centrifugado a 20000 x g por duas horas, a 50 C, descartando-se o sobrenadante. O
sedimento foi ressuspenso em 3 a 5 volumes de Triton X-100 a 0,5% e passado cinco
vezes em aparelho de Potter. Apés 30 minutos, sob agitagio constante, este material
foi centrifugado nas mesmas condigoes anteriores. O sedimento foi descartado e, ao

sobrenadante, foi adicionada azida sédica até concentragao de 0,05%.

Solugées do pesticida

As solugoes de uso foram preparadas a partir do produto comercial FOLIDOL
P-600, que tem como Unico principio ativo metil-paration a 600 g/L. Uma solu¢ao
estoque a 300 ppm foi preparada por dilui¢ao direta deste produto em uma solu¢ao
contendo 3 mM de Triton X-100 ¢ 1 mM de HCI (pH=3). Apés confirmacio da
concentragao do metil-paration por formagao de para-nitrofenol, uma solugao de uso
com exatamente 16 ppm foi preparada por dilui¢do da solugao estoque em tampao de
extraglo. A solu¢ido estoque foi conservada por até trés meses em geladeira, confirmando-

se o titulo a cada dilui¢do. A solu¢io de uso foi preparada no mesmo dia da dosagem.

Tampdo de extragio

Este tampio foi idealizado de modo a garantir a solubilizacio dos residuos de
pesticida da superficie dos vegetais e conferir um pH ideal para a ativagio. O EDTA

foi adicionado para proteger a enzima de possiveis metais pesados. A composicio do
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tampio foi a seguinte: 3 mM de Triton X-100 para espectroscopia; 3mM de EDTA e 5
mM de TRIS.HCI pH=7,2. Este tampao permite que a enzima seja avaliada, tanto por
métodos colorimétricos, quanto pela varia¢io do pH.

Teste com diferentes detergentes

Foram testados o detergente idnico dodecilsulfato de sédio (SDS) e o detergente
nao i6nico Triton X-100.

Extragdo dos pesticidas e inibi¢ido de AChE

Cerca de 50 g de folhas e/ou de frutas, adquiridas no comércio local, foram
colocadas em sacos de polipropileno e lavadas por 10 minutos com 50 mL de tampao
de extragao. Apés filtragao, 1 mL deste extrato foi diluido com 1 mL de tampio de
extraglo, seguindo-se uma dilui¢ao seriada com base 2 até 1/32, neste mesmo tampao.
Estas dilui¢oes, com volume final de 1 mL, foram feitas em tubos 13/100 mm, usados
diretamente no colorimetro para a dosagem da enzima. A cada tubo, foram adicionados
100 pL da preparagio de AChE, diluida para uma atividade de 0,15 unidades por
mililitro. Estes tubos foram incubados por diferentes tempos, seguindo-se a avaliacao
da atividade residual de AChE. Em todas as determinagées foram conduzidos controles

nos quais a enzima foi incubada em tampao de extracio.

Locais de coleta

Asalfaces, em 1996, e as hortalicas e frutas de 2007 foram obtidos de “hortifrutis”,

supermercados e feiras livres da cidade de Cabo Frio.

Determinagdo colorimétrica da atividade residual de ACHE [conforme adaptacio do método
de Ellman (1961)]

Para o colorimetro Metronic, foram adicionados 1000 pL de reagente de cor
(DTNB) e 1000 pL de substrato (33-14,1 mM de propioniltiocolina), levando o
volume final para 2100 pL. As variagoes de absorvincia a 410 nm foram anotadas a
cada 30 segundos, por 300 segundos, e a atividade, expressa em absorvincia/minuto.

Ao colocarmos o tubo no colorimetro, foi necessdrio zerar a absorvincia a 410
nm, contra um “branco” de dgua destilada. Medimos o acréscimo de absorvincia
(densidade 6tica) a cada 30 segundos, durante, pelo menos, cinco minutos. Usamos
um crondmetro para medir, com exatidao, o tempo. O acréscimo da absorvancia deve

ser linear em fungio do tempo.
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Calculamos a média de acréscimo de absorvincia por minuto. Este valor
determinado para o controle (extrato de dgua destilada) corresponderd a 100%
da atividade enzimdtica. Determinamos este mesmo acréscimo para as amostras
desconhecidas ou padroes adequados de metil-paration, calculando-se, facilmente, a
percentagem (%) de inibigio de cada amostra ou padrio em relagdo ao controle.

Interpolamos os resultados de percentagem de inibigao das amostras na curva
padrio de metil-paration e expressamos os resultados em ppm de equivalentes em
metil-paration.

Para fins prdticos de rotina, foi necessirio fazer-se, apenas, um padrio
correspondente a 0,5 ppm de metil-paration, pois este ¢ o limite que deve definir se a
amostra estd dentro ou fora das especificacoes (ANVISA, 2003a).

Resultados

A determinagio da sensibilidade do extrato de cérebro de rato rico na enzima
acetilcolinesterase foi estabelecida por ensaio de inibigio com metil-paration e confirma

a sensibilidade do extrato utilizado nos ensaios (figura 1).
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Figura 1 - Curva de inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase (AChE) do kit obtido do
Laboratério Enzitox-UER], realizada em 21 mar. 2007
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Na comparagio entre os detergentes, o dodecilsulfato de sédio (SDS) e Triton
X-100, o SDS inibiu a AChE em valores acima de 1 mM, enquanto o Triton X-100

nao promoveu alteragio na atividade enzimdtica (figura 2).
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Figura 2 — Influéncia dos detergentes SDS e Triton X-100 sobre a atividade da
enzima AChE

Entre as amostras coletadas, o agrido foi a hortalica que apresentou valor acima

de 0,5 ppm, seguido pela alface, couve e maca (figura 3).
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Figura 3 - Avaliagio de Residuos de Pesticidas Anticolinérgicos (Organofosforados e Carbamatos)
em Frutas e Hortalicas no Municipio de Cabo Frio em 2007. Cada barra é obtida por média de duas

dosagens
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Entre as amostras de alface, as coletadas em 17/01/96 e em 08/02/96 estao acima
dos 0,5 ppm. Estes valores de equivalentes de metil-paration representam mais de 40%
de inibi¢io da enzima acetilcolinesterase. O terceiro maior valor em equivalente de
metil-paration foi encontrado na coleta do dia 07/02/96 (0,47 ppm) (figura 4).
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Figura 4 — Biodetecgio de residuos de pesticidas organofosforados e carbamatos pelo método enzimdtico
(AChE) em alfaces coletadas na cidade de Cabo Frio no ano de 1996. A, B, C e D = locais de coleta. Cada
barra ¢ obtida por média de duas dosagens

Discussdo

A curva de inibigio para o extrato enzimdtico de acetilcolinesterase expressa em
equivalentes de metil-paration indicou sensibilidade da enzima a um agrotéxico (Folidol
P-600) usado em frutas e hortaligas, garantindo a confian¢a no método.

O detergente nio idnico Triton X-100 é produzido por sintese quimica total, o
que garante elevado grau de pureza. E também muito empregado na industria devido
ao seu elevado grau de detergéncia, ou seja, devido a sua alta capacidade de agir sobre
substincias aderidas a suportes sélidos. O fato de a enzima AChE ser completamente
resistente a este detergente (figura 2), sem modificagio de seu comportamento cinético e
sem alteragdo da ativagio de inibidores indiretos, como o parathion, permite claramente
o seu emprego na solubilizacio de pesticidas aderidos a superficie de frutas e verduras
(CUNHA-BASTOS et al., 1991).

No Brasil, o limite permitido para pesticidas organofosforados e carbamatos em
alimentos ¢é varidvel de acordo com o composto quimico e o alimento. Todavia, o LMR
(limite mdximo de residuos) estd entre 0,01 ¢ 5 ppm (ANVISA, 2003a).
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Dentre as amostras testadas, somente uma, em 2007 (0,7 ppm, para o agrido) e
duas em 1996 (1,4 e 0,55 ppm, para a alface) foram mais elevadas (figuras 3 e 4).

Entretanto, mesmo de posse destes resultados, nao podemos afirmar que
estas amostras seriam capazes de promover algum dano a satide da populacio que as
consumisse, pois ficamos na dependéncia do reconhecimento exato do agrotdxico e
seu grau de toxicidade, bem como se o consumidor ultrapassou o IDA (ingestao didria
aceitdvel). De qualquer forma, um nivel minimo de inibi¢ao foi observado em todas
as amostras, que pode ser devido a este ou a outros fatores que nio a presenga de
pesticidas.

O método empregado neste estudo nao ¢ capaz de identificar qual é o agrotéxico
(organofosforado ou carbamato) responsdvel pela inibi¢cao, mas possui a vantagem de ser
um método de baixo custo e de ripida execugao em relacio aos métodos cromatogréficos.
Os imunoensaios baseados em ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay)
sao métodos que ganham cada vez mais espaco, porém necessitam da produgao de
anticorpos especificos para os agrotéxicos (epud STOPPELLI & MAGALHAES,
2005). Contudo, a Portaria n® 518, de 25 de marco de 2004 do Ministério da Satde
no capitulo IV que se intitula “do padrio de qualidade” da dgua de consumo humano,
em seu pardgrafo 2, do artigo 14, estabelece o uso desta metodologia para controle
de compostos organofosforados e carbamatos em dgua. Os limites mdximos estao na
ordem de 15 e 20% de inibicio da enzima acetilcolinesterase de insetos e mamiferos,
respectivamente.

Damesma formaqueesta técnica éaceita paraanilises de pesticidasanticolinérgicos
em dgua, o mesmo pode se aplicar para os alimentos testados neste estudo.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) criou no Brasil, em 2001,
o Programa de Anélise de Registros de Agrotdxicos em Alimentos (PARA) e, ji nos
primeiros anos do programa, foi detectada redugio na maior parte dos nove produtos
analisados inicialmente (alface, banana, batata, cenoura, laranja, mag¢a, mamio,
morango e tomate) (ANVISA, 2003a). Um ponto importante foi a detecgao de mais
de um tipo de agrotéxico nos alimentos analisados. Atualmente, o programa envolve
grande parte dos estados da Unido, onde sao monitorados residuos de mais de 90 tipos
de pesticidas e representa um avango dentro das medidas relacionadas a avaliacio de
risco a saide humana.

Em nosso estudo a alface e a ma¢a também estavam na lista da ANVISA. A
alface, em especial, chama a atengio, por apresentar no relatério de 2007, 40% de
resultados insatisfatérios. Em grande parte, este resultado se deve a inclusio de um
pesticida carbamato nao autorizado para a cultura: o ditiocarbamato. Nossos resultados
com alface demonstram, tanto em 1996 quanto em 2007, que algumas amostras
apresentaram alta taxa de inibi¢do pelo método enzimdtico e um teor de equivalente de
metil-paration alto para a maioria dos pesticidas autorizados para esta cultura: 1,4 ppm
(1996) e 0,5 ppm (2007). Nesta situacio, nio estamos contando a possivel presenga de

pesticidas nao autorizados, nos quais os teores deveriam ser nulos.
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Em relagdo & maci, nossos resultados nio foram tao altos, porém teores entre
0,2 ppm e 0,4 ppm podem ser excessivos para qualquer pesticida nio autorizado pela
ANVISA (2007). Os teores de uva foram sempre baixos: 0,2 ppm. O agrido apresentou
teor mais alto entre as hortaligas em 2007 (0,7 ppm), demonstrando que este alimento,
embora tenha apresentado apenas uma amostra contaminada, deve ter sua cultura
monitorada mais amitde. As hortalicas e frutas com teores mais altos de pesticidas
chamam a atencio, pois em geral sdo alimentos consumidos iz natura, o que aumenta

os riscos de se ultrapassar a ingestdo didria aceitdvel (IDA) destes pesticidas.

Conclusoes

* O detergente ndo iénico Triton X-100 age de forma eficiente na solubilizacao
de pesticidas organicos, sem promover inibi¢io na atividade da Enzima utilizada como
Biosensor;

* Alfaces, em pelo menos uma coleta em 1996, e agriao, em 2007, apresentaram
teores mais altos, acima de 0,5 ppm de equivalentes de metil-paration, indicando serem
hortaligas importantes para continuidade de monitoramento;

* Entre as frutas, a ma¢a alcancou o teor 0,4 ppm de equivalente de metil-
paration.

* Extratos obtidos de igual forma de uvas estavam, todos, com teores inferiores a

0,25 ppm.
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