ARTIGO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTO DE
PREPARO DE AMOSTRAS DE LEITE PARA
TRIAGEM DE ORGANOFOSFORADOS POR
TESTE ENZIMATICO E CONFIRMACAO POR

CROMATOGRAFIA GASOSA

RESUMO

Um método para a detecgéo de residuos de organofosforados em leite bovino, que
utiliza um kit baseado na inibicdo da enzima acetilcolinesterase, é apresentado.
Para isso, uma nova técnica de extracao de organofosforados em leite bovino, que
também pode ser utilizado na quantificagcao de tais compostos por cromatografia
gasosa, foi desenvolvida. Amostras de leite UHT organico foram fortificadas com
0,005 a 0,1 pg/ mL de parationa-metilica e clorpirifés. O limite de deteccao cal-
culado para ambos os compostos foi de 0,005 pg/ mL. A metodologia provou ser
adequada para a adogdo em programas de monitoramento que visam o controle
de qualidade do leite bovino.

Palavras-chave: Agrotoxicos Organofosforados. Leite Bovino. Enzima Acetilcoli-
nesterase.

SUMMARY

A method for detection of organophosphate residues in bovine milk, using a kit ba-
sed on the inhibition of acetylcholinesterase, is presented. For this purpose, a new
technique for extracting organophosphorus in bovine milk, which can also be used
in the quantification of such compounds by gas chromatography, was developed.
This extraction method can also be used in the quantification of such compounds
by gas chromatography. Samples of UHT organic milk were fortified with 0,005 to
0.1 pg/mL of parathion-methyl and chlorpyrifos. The calculated detection limit for
both coumpounds was 0,005 pg/mL. The methodology proved to be suitable for
adoption in programs aiming the monitoring of bovine milk quality.

Keywords: Organophosphorus Pesticides. Bovine Milk. Acetylcholinesterase.

INTRODUCAO

Muito se tem dito e proposto sobre a protecdo do
trabalhador do campo diretamente exposto a intoxica-
¢ao aguda pelos agrotéxicos que sdo, quase sempre,
inadequadamente manuseados (1-3). O mesmo nao
ocorre, no entanto, quanto a protegdo das populagbes
humanas e de organismos vivos em geral, indiretamen-
te expostos através da contaminagéo do ar, da dgua e
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de alimentos que contém niveis, as vezes perigosos, de
residuos de agrotoxicos (4,5).

E indiscutivel a importancia de uma avaliagdo con-
tinuada (monitoramento) da presenca, em niveis inde-
sejaveis, de residuos dos contaminantes quimicos em
alimentos. No entanto, nenhum teste isoladamente
preenche todos os requisitos analiticos requeridos (6).
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O desenvolvimento de um sistema integrado que em-
pregue ensaios de triagem e de confirmagao parece ser
crucial para assegurar que os alimentos contendo con-
taminantes em niveis superiores aos limites maximos
de residuos (LMR), estabelecidos pelas regulamenta-
¢oes vigentes, sejam introduzidos na cadeia alimentar
(7). De fato, a conjugacao de métodos de triagem com
métodos de confirmagao fisico-quimicos multirresiduos
€ a atual tendéncia nos paises desenvolvidos. A vali-
dacdo de métodos rapidos, de execucao simples, de
baixo custo e com exatiddo conhecida é, portanto, de
grande valia na deteccao de niveis perigosos de agro-
toxicos nos alimentos destinados ao consumo humano
(8,9). Tais métodos, se usados como ferramenta de tria-
gem, detectando amostras positivas, facilitariam gran-
demente o trabalho da analise instrumental.

O leite € um dos alimentos mais completos, sendo
importante fonte de carboidratos (lactose principalmen-
te), gorduras, proteinas (caseina), sais minerais (calcio)
e vitaminas em diferentes estados de dispersdo na
agua. No Brasil, deve-se enfatizar a importancia do se-
tor leiteiro como gerador de renda (3° lugar na formagao
da renda bruta agropecuaria) e como fixador de mao-
de-obra no campo, onde trabalham 2,5 milhdes de pro-
dutores e seus familiares (10). No entanto, devido ao
clima favoravel, o crescimento de pragas é considera-
vel, dentre as quais o carrapato (Boophilus microplus),
que acomete preferencialmente o rebanho bovino. O
uso intensivo de inseticidas € a principal estratégia em
seu combate, contribuindo para tornar nosso pais o li-
der mundial em consumo de agrotoxicos (11). A pre-
senca desses residuos no leite pode ocorrer, também,
mediante a contaminacdo de racdes e pastagens. No
entanto, poucos trabalhos de monitoramento de leite
bovino tém aqui sido realizados (12,13). Vale notar que
Rangel (14), ao analisar a presenca de organoclorados
em vinte amostras de leite “longa vida”, detectou resi-
duos do organofosforado clorpirifés-etil em 75% das
amostras. A quantidade encontrada variou entre 0,182
e 2,846 mg/kg, valores bem acima do limite maximo de
residuos (LMR), que é de 0,01 mg/kg (15).

Considerando o acima exposto, desenvolveu-se um
método de extragdo de residuos de agrotdxicos organo-
fosforados (OFs) em leite bovino para a deteccao desta
classe de substancias através da inibicdo da atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE) e posterior con-
firmagao por cromatografia gasosa (CG). O kit utilizado
foi desenvolvido pelo Laboratério de Toxicologia Enzi-
matica (ENZITOX) da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), sendo préprio para andlise de OFs em
agua, sendo por nés adaptado para a deteccao de OFs
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em leite bovino. A AChE, enzima presente nas sinapses
do sistema nervoso central e periférico (16-21) é, em
principio, muito sensivel aos OF que possuem em sua
estrutura quimica o grupamento P=0, mas pouco sen-
sivel aos mais comuns (parationa metilica, fenitrotiona,
malationa etc.) que apresentam o grupamento P=S.
Tais compostos, normalmente, precisam ser ativados
previamente, formando seus analogos oxon (P=0), pro-
cesso que é normalmente realizado pelas enzimas oxi-
dases mixtas presentes em 6rgaos como o figado. No
entanto, a preparacdo de AChE do kit acima citado é
capaz de ativa-los, sendo necessario apenas uma incu-
bacgéo por 120 min, o que permite seu uso na deteccéo
de todos os OF (17, 22).

Na presente comunicacao descrevemos a metodo-
logia de extracdo desenvolvida bem como o uso do kit
de AChE na deteccdo de OFs em leite. Dessa forma,
pretendemos contribuir para a realizagdo de um pro-
grama nacional de monitoramento de residuos de agro-
toxicos em leite, que podera ser somado aos demais
programas visando a prevencao e controle dos riscos
a saude humana decorrente do consumo de alimentos
contaminados (23-26).

MATERIAIS E METODOS

Amostras

As andlises foram realizadas em 2 lotes diferentes
de uma marca de leite UHT integral organico adquirida
no mercado varejista da cidade do Rio de Janeiro e de
Sao Paulo. Essas amostras foram inicialmente testadas
pelo kit enzimatico para verificagao da presenca ou ndo
de algum inibidor de AChE. Todas as amostras de leite
foram fortificadas com solugdes dos padrdes de clor-
pirifés e parationa metilica em concentracbes entre 5
e 100 ng/mL. A utilizacdo de leite organico deveu-se a
inexisténcia de material de referéncia certificado (MRC),
na época das analises.

Kit enzimatico

e Frasco com preparacao liofilizada de acetilcolines-
terase obtida a partir de cérebro de rato, com a pro-
priedade de ativagdo de agrotéxicos tiofosforados,
e preparada conforme CUNHA BASTOS et al (17)
LIMA et al (22) e CASTRO FARIA (27). A preparacao
€ suspensa em volume de agua destilada indicado
no rétulo do frasco, perfazendo uma concentracao
final de proteina igual a 20 mg/mL;

® Frasco com o reagente ditionitrobenzoato tampona-
do (solugéo 1,0 mM de DTNB em tampéo de fosfato
de sédio 0,5 M);
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e Frasco com o substrato iodeto de acetiltiocolina
(dessecado, sob vacuo ou atmosfera de nitrogénio)
e dissolvido no volume de agua destilada indicado
no rotulo para fazer uma solugcéo 1,25 mM de ace-
tiltiocolina

¢ A validade do kit é de seis meses.

Método enzimatico

O método de detecgcédo enzimatica foi concebido,
primeiramente, para analise de agua (17). Por isso, foi
pesquisado e desenvolvido um novo e eficiente mé-
todo de extragcdo de organofosforados da matriz leite
bovino que pode ser usado ndo s6é como preparagéo
prévia para o método qualitativo (enzimatico), mas tam-
bém para o método quantitativo de cromatografia a gas
(confirmacao da presenca da substancia).

Extracao

O método de extragdo foi realizado em amostras
de leite UHT organico integral. Para isso, extratos das
amostras foram inicialmente testadas quanto a presen-
ca de inibidores da AChE e, caso negativo, fortificadas
com parationa metilica (agrotdxico referéncia para o kit
enzimatico) e clorpirifés que, segundo as monografias da
ANVISA (15), é permitido na gordura do leite como resi-
duo ndo intencional na concentragéo de 0,01 pg/mL.

A 10 mL de leite, adicionou-se 10 mL de acetonitrila
(grau HPLC), agitou-se fortemente por 30s e centrifugou-
se a 3.000 rpm por 10 min para a remocéao das proteinas
do leite (28). Em seguida, transferiu-se o sobrenadante
para tubo limpo e acrescentou-se 10 mL de acetato de
etila (grau HPLC) e 8g de sulfato de sédio anidro, para
retirada da 4gua. Agitou-se fortemente por pelo menos
1 min e centrifugou-se a 3.000 rpm por 15 min, para a
perfeita separacao das fases. Coletou-se 1 OmL da fase
acetato de etila (superior) e evaporou-se até a secu-
ra (35°C). O residuo foi dissolvido em n-hexano (5 mL)
e extraido com duas porgdes de 10 mL de acetonitrila
saturada com n-hexano (29). Adicionou-se, entao, sob
agitacdo, 8g de sulfato de sédio anidro. Apos filtragao
em papel de filtro qualitativo (30), o extrato foi evaporado
em corrente de nitrogénio até a completa secagem, em
banho-maria com temperatura ajustada entre 35 e 40°C.
Foram também preparados controles nos quais a amos-
tra de leite foi substituida por 10 mL de agua pura.

Dosagem da acetilcolinesterase

Utilizou-se uma modificagdo do método de Ellman
(16), conforme descrito a seguir. O residuo de evapo-
ragdo do solvente foi dissolvido em 0,25mL da prepa-
racdo enzimdtica convenientemente diluida conforme
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instrucbes do kit. Agitou-se fortemente e incubou-se
durante 120min a 37°C. A preparacdo incubada, adi-
cionou-se 0,5mL da solucdo do reagente de cor ditio-
nitrobenzoato (DTNB) €, em seguida, 0,5mL da solucéo
do substrato acetiltiocolina. Apds a mistura, a solucéo
foi imediatamente transferida para cubeta de 1,0mL de
espectrofotdmetro (Shimadzu mod. 160 A), proceden-
do-se a leitura da absorvancia em 412nm no mddulo
cinético por 3 min. A atividade enzimatica foi expressa
em variacado da absorvancia por min (AA/min). Os con-
troles (100% de atividade) foram preparados a partir de
extratos de leite previamente identificados como nao
contaminados por inibidores da AChE e apresentaram
atividades em torno de 0,1 AA/min, que se mostraram
iguais as obtidas quando a extracdo é feita diretamente
a partir de agua pura.

Método cromatografico

As condigdes cromatogréficas foram estabelecidas
pelo laboratério de Residuos de Agrotdxicos do INCQS
que constam do POP n° 65.3120.081 (31) e estao trans-
critas nesse manuscrito. Foi utilizado o cromatografo a
gas 14A (shimadzu), equipado com o detector fotomé-
trico de chama (FPD- Flame Photometric Detector) mo-
delo 14B - Shimadzu, seletivo para analises de subs-
téncias contendo enxofre e/ou fésforo, com sistema de
injecdo automatico. As temperaturas do detector e do
injetor foram de 290°C e 230°C, respectivamente. Foi
usada a coluna capilar DB-5MS com 30m de compri-
mento, 0,25 mm de didmetro e 0,25 pm de espessura
do filme. A vazao foi mantida constante em 1 mL/min,
usando-se como gas de arraste o Hélio. Programa-
¢ao de temperatura do forno: 170°C, 1min (25°C/min);
180°C, 1min (1°C/min); 230°C, Omin (1°C/min); 260°C,
5min (5°C/min); 280°C, 5min (20°C/min). O extrato seco
proveniente da evaporagdo do combinado de aceto-
nitrila descrito anteriormente (método de extragao) foi
dissolvido em 0,25mL de acetato de etila. Desse vo-
lume, transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL para “vial”
de vidro com “insert”. Foram aplicados 2,5 pL dessa
aliguota na coluna cromatografica.

Validacao do método e avaliacao dos critérios de
desempenho

A validagdo do método de extracdo e deteccao
baseou-se em varios documentos encontrados na lite-
ratura cientifica (32-40). A norma ABNT-NBR ISO/IEC
17025 (36) define validagao de método como “a con-
firmac&o, mediante exame e o fornecimento de provas
cabais de que séo respeitados os requisitos especificos
para uma determinada utilizac&do pretendida”.
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Segundo a EURACHEM (32), os par&dmetros de de-
sempenho para métodos qualitativos que devem ser
avaliados sdo a confirmacao da identificacdo, a sensi-
bilidade, a seletividade/especificidade e a preciséo.

O limite de detecgado do método proposto foi deter-
minado em amostras de leite organico contendo, pro-
gressivamente, quantidades menores dos agrotéxicos
(parationa metilica e clorpirifés) até que nao se conse-
guisse mais detectar, de modo confiavel, a presenca
dos mesmos. Os valores obtidos de atividade enzimati-
ca (AA/min a 412nm) foram avaliados quanto a presen-
¢a de valores aberrantes “outliers”, pela aplicagdo do
tGSte de GrUbbs (Gcalculado< Gtabelado)'

O estudo da recuperacao de parationa metilica e
clorpirifés em amostras de leite fortificadas por diferen-
tes concentracdes dessas substancias permitiu a de-
terminacdo da exatiddo do método, pela comparagéo
entre concentragcdo real adicionada com aquela obtida
experimentalmente. A recuperagédo para cada nivel de
fortificacao foi calculada através da seguinte equacgao:

C
Xp- Equacao 1

Recuperacao (%) = X 100

real

Onde: C _ = concentragcdo determinada experimen-
talmente e

C ., = concentragéo de fortificagdo da amostra.

A precisdo foi medida sob condi¢des repetitivas para
cada concentracao

estudada e expressa pelo coeficiente de variagdo (CV%)
calculado através da equacao:

CV%= (s/;) x 100 Equagéo 2

Onde: x= média das atividades obtidas (AA/min) para
cada concentracao S= desvio padrao

RESULTADOS E DISCUSSAO

A vantagem do uso de métodos de triagem em pro-
gramas de monitoramento de contaminantes quimicos no
leite ja foi demonstrada no trabalho realizado pelo INCQS
e a VISA municipal do Rio de Janeiro, em que a presenca
de residuos de antibiéticos (betalactamicos, tetraciclinas e
estreptomicina) foi avaliada em 57 amostras de leite pas-
teurizado e, em 37 delas, detectou-se a presenca de anti-
bidticos diversos. Os resultados mostraram a necessidade
da implementacéo de um programa de monitoramento de
residuos de medicamentos veterinarios nas diferentes for-
mas de apresentacao do leite bovino (41).

48

Dentre os trabalhos publicados sobre a detecgao
da presenca de organofosforados em leite bovino
(13,28-30,42-47), alguns envolvem o monitoramento
do leite consumido (13, 29, 43, 45, 47), os restantes
séo estudos de métodos de extracao e quantificagéo
de OFs que nao utilizam solventes téxicos (45) ou
envolvem andlises rapidas e simples (28, 30, 42, 43).
No entanto, todos os trabalhos citados utilizaram
analises quantitativas feitas através da cromatogra-
fia em fase gasosa ou liquida, que envolvem longo
tempo nas etapas iniciais de preparacdo das amos-
tras, maior quantidade de reagentes e instrumenta-
cao dispendiosa, o que eleva substancialmente o
custo final das anélises.

Na busca de biomarcadores para serem usados
como indicadores de contaminagdo ambiental, ocu-
pacional e alimentar, a atividade da enzima AChE
€ considerada como um dos mais antigos (48). Os
agrotéxicos OFs e os carbamatos sdo compostos
conhecidamente anticolinesterasicos. Outras clas-
ses, como o organoclorado endosulfano (48,49) e o
piretroide deltametrina (50) também foram avaliados
quanto a essa caracteristica, sem que diferencas
significativas de inibicdo da AChE fossem encontra-
das, corroborando a especificidade dessa enzima
em relacao aos OF e carbamatos.

O ensaio enzimatico aqui proposto, primeiramen-
te desenvolvido para analise de agua, frutas e hor-
talicas, foi adaptado para analise de organofosfora-
dos em leite, matriz que contém uma proporcao de
gorduras bem maior do que aquelas ja testadas. Os
resultados obtidos demonstraram que, para o leite
integral, o método é sensivel e capaz de detectar,
com seguranga, a partir do nivel de 5ng/mL tanto
a parationa metilica quanto o clorpirifés, como de-
monstrado na Figura 1 e na Tabela 1.

Observando-se as recuperagdes calculadas na
Tabela 2, verifica-se que, para o clorpirifés, foram
obtidos valores superiores aos 120% de recupera-
cdo, limite recomendado pelo documento do DG
SANCO (40), apenas para a concentragdo de 5ng/
mL, que se situa abaixo do LMR para esse agrot6-
xico. Portanto, o método demonstrou ser preciso,
exato e adequado para o clorpirifés. Considerando
a parationa metilica, valores de recuperacdo supe-
riores aos 120% e coeficientes de variagédo acima de
20% foram encontrados para as concentragdes de
fortificagdo de 10 e 100ng/mL, demonstrando que,
para esse agrotdxico, o método foi pouco preciso e
pouco exato, embora tenha apresentado o indicador
de desempenho (sensibilidade) apropriado.
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Tabela 1. Percentagem de inibicdo da enzima AChE pela parationa metilica e clorpirifés em leite organico integral

o =
Conc. da/\o /-I\rgg:g:%r dZ° /-i\r(])iﬁ:gi?)r log | log conc. (calcy_ladg) log conc. _(qa]c:!ado) Congégf}f#;ada ca?:u?;;!a
(ng/ml) ;r)na;;;cilggg clorpirifos* conc. | parationa metilica clorpirifos metilica (ng/ml) cl(c:g)/lmc))s
0 0 0
5 30,4 24,5 0,698 0,599 0,787 3,97 6,1
10 56,2 37,7 1,0 1,118 1,0346 13,1 10,8
25 X 59,2 1,397 X 1,437 X 27,4
50 85,4 75,6 1,698 1,704 1,744 50.6 6.8
100 97,1 88 2,0 1,939 1,976 87 94,7

* Média de trés diferentes experimentos.
**0s log conc. calculados foram obtidos aplicando-se as equacodes da figura 1B.
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Figura 1. Curva de inibicdo da AChE por parationa metilica e clorpirifés em leite. Amostras de leite organico integral fortificadas com esses
agrotoxicos foram avaliadas, apo6s extracao, quanto a inibi¢céo da atividade da AChE. As concentracdes dos pesticidas indicadas no grafico A
(em ng/ml) correspondem as concentragdes de fortificacdo. O grafico B representa as determinacdes das equagdes das retas a partir desses
mesmos dados e dos IC, para parationa metilica e clorpirifés, que foram iguais a 9,8 e 18ng/mL, respectivamente. Cada ponto representa a
média de 3 diferentes experimentos

Tabela 2. Recuperagoes e coeficientes de variagéo calculados para leite organico integral apos fortificacdo com parationa metilica e clorpirifés®

Agrotoéxico Fortificacao (ng/ml) Recuperacéo (%) CV (%)
5 112,2 8,1
10 261,7 29,7
Parationa metilica (n=3)

100 384,5 25
5 127,7 4.5
10 73,1 2,8
25 109,4 5,1

Clorpirifos (n=3)
50 108,5 8,2
100 91,4 19,3

Revista Analytica - Dezembro 2010/Janeiro 2011 « N°50

49



ARTIGO

O clorpirifés somente foi detectado por cromatogra-  ng/mL, ou seja, dentro da faixa de calibracéo utilizada
fia gasosa a partir de 10ng/mL, o que, dada a concen-  pelo método cromatografico desenvolvido e validado
tracdo de 40 vezes efetuada durante a extragéo, corres-  pelo Laboratério de Residuos de Agrotoxicos do De-
ponde a uma concentragéo injetada entre 300 e 1100  partamento de Quimica do INCQS (31) (Figuras 2 e 3).

mv Atten:2 mv Atten:2
Al Y
Amostra Branco de Leite Amostra Branco de Leite
3 3
||
2| | 2
|
14 I. 1 |
1 [ 1 !
I S T N — S e S L} o S
0} 0
mv0 2 40 60 80« .0 2 40 60 80 min
4 i 4 .. - .
Amostra Branco de Leite Amostra Branco de Leite
3 Fortificada com Parationa Metilica 4 Fortificada com Clorpirifos
A | |
1) 1
0: 0
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 min

Figura 2. Sobreposicao dos cromatogramas da amostra branco de leite e amostra branco de leite fortificada com parationa
metilica e clorpirifés a 10 ng/ml
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Figura 3. Sobreposi¢do dos cromatogramas de branco de agua e branco de solvente fortificados com clorpirifés a 10 ng/ml
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No teste enzimatico, seja qual for o agrotéxico ini-
bidor presente na amostra de leite, o resultado deve
ser expresso em “equivalentes” (ng/mL) de clorpiri-
fos, escolhido como o organofosforado de referén-
cia, ndo s6 devido ao seu desempenho nessa matriz,
mas também por atender a legislagao brasileira, que
definiu um LMR para esse OF no leite bovino. O la-
boratério que desejar utilizar o método em amostras
desconhecidas de leite devera construir, inicialmen-
te, uma curva padréo de inibicdo por clorpirifés simi-
lar a mostrada na figura 1. As amostras que apresen-
tarem resultados positivos (concentracdo igual ou
maior que o LMR) poderdo ser encaminhadas para
confirmacéo por andlise cromatografica.

CONCLUSOES

No presente trabalho, o principal objetivo atingido foi
o de verificar a viabilidade da utilizacdo da atividade da
AChE como biomarcador em programas de monitoramen-
to da qualidade de um alimento gorduroso, o leite bovino.
Foi possivel desenvolver um procedimento de preparo de
amostra que permitiu a triagem de organofosforados em
leite utilizando o kit desenvolvido originalmente para ana-
lise de agua. Além disso, o método de extragcao desenvol-
vido pode ser empregado, também, para confirmacgéao de
resultados por cromatografia.

O kit de inibicao enzimatica demonstrou ser apropriado
para utilizagdo em programas de monitoramento quanto a

presenca de agrotéxicos OFs no leite, permitindo a ava-
liagdo de grande numero de amostras. Esse kit também
pode ser utilizado como ferramenta para normatizagéo
dos limites de tolerancia dos residuos de agrotoxicos des-
se grupo quimico para o leite bovino, ja que a Instrucédo
Normativa 51 (IN 51) (51) ndo regulamenta essa classe de
substancias, referindo-se, apenas, as analises fisico-qui-
micas, microbioldgicas, CCS e de residuos de antibidticos
com enfoque nas perdas industriais (52).

Os métodos propostos de extracdo e deteccéo
apresentaram eficiéncia e sensibilidade adequadas
para o monitoramento de residuos do organofosfora-
do clorpirifés no leite bovino sendo apropriados quan-
to a seletividade, ja que outras classes de agrotdxicos,
como organoclorados e piretroides, nao inibem signifi-
cativamente a atividade dessa enzima.

O limite de deteccgéao (LOD) de 5ng/mL obtido para
clorpirifés etil, mostrou que o teste é sensivel por ter
um LOD abaixo do LMR de 10 ng/mL previsto na le-
gislacéo brasileira.

Os valores de recuperacao e de CV(%) calculados
para o clorpirifés estdo de acordo com o estabeleci-
do pelo documento DG SANCO (40), demonstrando a
adequagdo do método a sua finalidade. O método se
mostrou em concordancia com o estabelecido pela or-
ganizacgao internacional AOAC (39), o guia EURACHEM
(32) e a norma ABNT-NBR ISO/IEC 17025 (36), para as
analises qualitativas do agrotoxico organofosforado
clorpirifés em leite.
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