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RESUMO

Os inseticidas organofosforados, em especial aqueles a base do principio ativo
paration metilico, tém sido extensivamente usados na protecdo de cultivos de arroz no Estado
do Maranhdo. Neste trabalho, foi otimizado um método cromatografico para determinacéo do
inseticida paration metilico usando microextracdo em fase solida em ambiente confinado
(headspace), seguido de analise empregando cromatografia a gas com deteccdo por
espectrometira de massas (HS-SPME-GC/MS). Métodos eletroanaliticos empregando
biossensores amperométricos também foram desenvolvidos, tendo sido empregados para
analise do composto em amostras de arroz in natura. O método otimizado empregando
SPME resultou em resultados satisfatorios quanto a sensibilidade (limite de detecgéo: 0,026
mg/L™), precisdo (coeficientes de variacdo entre 6,1 e 22,4%; 8,8 e 32,5% e 19,7 a 24,6%,
para as amostras de arroz polido, arroz com casca e arroz integral respectivamente) e
exatiddo (recuperacdes na faixa de 73,2 a 90%, para as amostras de arroz polido; de 88,7 a
89,5 %, para as amostras de arroz com casca e de 59,5 a 60,6%, para as amostras de arroz
integral). No caso dos biossensores, estes foram construidos a base de enzimas
acetilcolinesterase (AChE), comerciais e geneticamente modificadas, tendo sido 0s sensores
preparados com pasta de carbono modificada com o mediador TCNQ
(tetracianoquinodimetano). Melhores sensibilidades foram verificadas com sensores
preparados a base de enzimas AChE extraidas da Drosophila Melanogaster. Limites de
deteccéo de 10; 0,05 e 0,001ug.L™ foram encontrados para os sensores preparados com as
enzimas AChE (ee), AChE (eb) e mutantes (AChE (Dros) B08 e B12), respectivamente. A
eficiéncia do método de deteccdo do inseticida paration metilico em amostras de arroz sem
nenhum prévio tratamento foi comprovada pelas recuperacbes médias de 103,9%; 101 %;
102,3% e 105,6 % para os sensores preparados com as enzimas AChE (ee), AChE (eb), AChE
(Dros) B08 e B12 respectivamente. De modo geral, a técnica cromatografica empregada foi
pratica e eficiente para deteccdo direta de residuos do inseticida em amostras de arroz, em
uma faixa maior de concentragdo (0,1 a 1 mg.Kg™). Ja os biossensores foram mais sensiveis e
eficientes em teores menores (0,0005 a 0,01 mg.Kg™) do inseticida no arroz, considerando

ainda a vantagem adicional da rapidez e menor custo da técnica analitica.

Palavras-chave: Cromatografia a gas. Microextragdo em fase sélida. Biossensores
amperométricos. Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Organophosphate insecticides, especially those based on the active ingredient methyl
parathion, have been extensively used in crop protection of rice in the State of Maranhdo. In
this work, an optimized chromatographic method for determination of the methyl parathion
insecticide by using solid phase microextraction in a confined environment (headspace)
followed by analysis employing gas chromatography with mass spectrometric detection (HS-
SPME-GC/MS). Electroanalytical methods using amperometric biosensors were also
developed and used to analyze the composite samples of fresh rice. The optimized method
using SPME resulted in satisfactory results for sensitivity (limit of detection: 0.026 mg/L™),
precision (coefficients of variation between 6.1 and 22.4%, 8.8% and 32.5 and 19.7 and
24.6%, for milled rice samples, rice with shells and full rice, respectively) and accuracy
(recoveries ranging from 73.2 to 90% for milled rice samples, from 88.7 to 89.5%, for paddy
rice samples and from 59.5 to 60.6% for full rice samples). In the case of biosensors, these
have been built based on acetylcholinesterase enzyme (AChE), commercially obtained or
genetically modified, having the sensors prepared with carbon paste modified with TCNQ
(tetracyanoquinodimethane) mediator. Better sensitivities were observed with sensors based
on AChE enzymes extracted from Drosophila melanogaster. Detection limits of 10.0, 0.05
and 0.001 pg.L™ were found for the sensors based on AChE (ee), AChE (eb) and mutant
enzymes (AChE (Dros) B08 e B12), respectively. The efficiency of the detection method of
the methyl parathion insecticide in rice samples without any previous treatment was
evidenced by an average recovery of 103.9%, 101%, 102.3% and 105.6%, for the sensors
prepared with AChE (ee), AChE (eb), AChE (Dros) B08 and B12 enzymes, respectively. In
general, the chromatographic technique used was practical and efficient for direct detection of
insecticide residues in rice samples in a wider range of concentration (0.1 a 1 mg.Kg™). Since
the biosensor was more sensitive and effective in smaller amounts (0.0005 a 0.01 mg.Kg™) of
such insecticide in rice, considering the additional advantage of speed and decreasing cost of

the analytical technology.

Keywords: Gas chromatography. Solid phase microextraction. Amperometric Biosensors.
Acetylcholinesterase.
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Parte 1:

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO
CROMATOGRAFICO EMPREGANDO HEADSPACE-
SPME-GC/MS PARA ANALISE DE RESIDUOS DO
INSETICIDA PARATION METILICO EM AMOSTRAS DE
ARROZ IN NATURA
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PARTE 1

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO CROMATOGRAFICO EMPREGANDO
HEADSPACE-SPME-GC/MS PARA ANALISE DE RESIDUOS DO INSETICIDA
PARATION METILICO EM AMOSTRAS DE ARROZ IN NATURA

1 1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma planta anual, monocotiledénea e da familia das
Gramineas (Poaceae). Pode ser cultivado sob diferentes sistemas, quais sejam: arroz irrigado,
cultivado em varzeas sistematizadas, arroz de terras baixas, no qual o controle de irrigacdo €
feito mediante lamina d’agua; arroz de sequeiro ou terras altas, dependendo exclusivamente
de precipitacdes pluviais ou das formas de irrigagdo (Silva, 2004).

O arroz é um dos grdos mais produzidos no mundo, sendo uma importante fonte de
nutrientes. Aproximadamente 60% da populacdo mundial consome o arroz, sendo a Asia um
dos seus principais produtores e consumidores (Nguyena et al, 2008). O uso de pesticidas em
campos de cultivo deste grdo faz-se necessario para aumentar a produtividade da cultura.
Consequentemente, residuos de pesticidas no grdo podem ocorrer pelo uso inadequado de
pesticidas durante o plantio e a armazenagem.

N&o obstante seja 0 arroz uma importante fonte de alimento, a qualidade dos gréos
pode ser comprometida pela presenca de residuos de pesticidas. O Brasil tem uma producéo
de arroz de aproximadamente 10 milhdes de toneladas e pesticidas s@o rotineiramente usados
e integrados em programas de monitoramento para reduzir perdas por pragas (EMBRAPA,
2002).

Pesticidas sdo amplamente usados no controle de pragas em agricultura com o objetivo
de aumentar a produtividade agricola. Sdo uma das fontes de contaminacdo de agua com
sérios riscos para saude humana e animal. Adicionalmente, causam alteracdes nos
ecossistemas com consequéncias prejudiciais para o ambiente e a agricultura, devido ao
surgimento de organismos mais resistentes e de novas doencgas em decorréncia do aumento da

necessidade do uso de mais agrotdxicos (Menezes, Santos e Pereira, 2010).
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O aumento da poluicdo ambiental e dos alimentos por de pesticidas, das mais variadas
classes quimicas, tem estimulado o desenvolvimento de técnicas apropriadas para avaliagdo
destes compostos em diferentes tipos de alimentos e bebidas em geral, pois estes sdo 0s
principais caminhos de ingest&o pelo homem (Tadeu et al, 2000).

1.2 Objetivos

Esta parte do trabalho visa a desenvolver um método rapido para analise de residuos
do inseticida organofosforado paration metilico, utilizando a cromatografia a géas acoplada a
espectrometria de massas e extracdo por microextracdo em fase sélida. O método foi avaliado
segundo sua seletividade, sensibilidade e exatidao.

1.2.1 Geral

Desenvolver e estabelecer condicdes analiticas para determinagdo do inseticida
paration metilico em amostras de arroz polido, com casca e integral, empregando técnicas

cromatograficas.

1.2.2 Especificos

a) otimizar a separacdo cromatografica do inseticida organofosforado paration metilico
empregando um sistema de cromatografia a gas acoplada a deteccdo por
espectrometria de massas, com auxilio de microextracdo em fase sélida por headspace
(SPME-GC/MS);

b) determinar a eficiéncia do processo de extracdo mediante uso da fibra de
polidimetilsiloxano, analisando-se a eficiéncia do método através dos ensaios de
recuperacdo com amostras de arroz fortificadas;

c) avaliar o método analitico com relagdo aos seguintes parametros: linearidade,
sensibilidade e exatid&o,

d) aplicar o método otimizado na determinacdo da concentracdo do inseticida paration
metilico em amostras de arroz in natura.

1. 3 Revisao de literatura

Em 1930, compostos organicos sintéticos, com propriedades letais para varios tipos de
pestes que atacam as colheitas, foram lancados no mercado. Em 1939, foi sintetizado o
diclorodifeniltricloroetano (DDT) que, naquela época, era um dos mais eficientes pesticidas.

Posteriormente, foram surgindo outros compostos mais poderosos e eficazes e atualmente,
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podem ser encontrados no mercado diferentes pesticidas com propriedades bem especificas e
acao mais eficaz (Lima, 2002).

Além do controle eficiente dos insetos-pragas, patdgenos e das ervas daninhas, espera-
se que ocorra reducdo do impacto ambiental de tais substancias no solo, na &gua e no ar. Da
forma como o controle de pragas tem sido feito, com a utilizagdo de grandes quantidades de
agroquimicos, as diversas culturas onde tais substancias sdo aplicadas merecem atencéo,
especialmente aquelas que ocupam grandes extensdes de terras, como ocorre com as cultura
de soja e arroz, por exemplo. Nesse contexto, existem em torno de 300 principios ativos
distribuidos em mais de 2000 formula¢des que sdo empregados nas mais diversas culturas,
finalidades e modalidades de uso (Lara e Batista, 1992).

Hoje sdo raras as culturas onde os pesticidas ndo sejam usados. Entretanto, é
importante procurar varias formas de minimizar os impactos nocivos sobre o ambiente e sobre
0s seres humanos, pois o crescimento da producdo de defensivos agricolas decorre da
crescente demanda do consumo (Lima, 2002).

Como sintomas da intoxicacdo aguda por inseticida organofosforados, podem ser
descritos suor, salivagdo, lacrimejamento, fraqueza, tontura, dores e coélicas abdominais,
seguidos de vomito, dificuldades respiratorias, colapso, tremores musculares, convulsdes e
morte (Pires, Caldas e Recena, 2005). Os organofosforados causam também efeitos
neuroldgicos retardados apds a exposicdo cronica, incluindo confusdo e fraqueza muscular
(Alavanja, Hoppin e Kamel, 2004). A exposicdo cronica a estes compostos pode levar ao
desenvolvimento de sintomas de depressdo, um fator importante nos suicidios. Outros autores
complementam referindo que a exposicao crénica ao agrotoxico esta relacionada, entre outros,
ao cancer, efeitos teratogénicos, neuropatias e toxicidade reprodutiva (Caldas e Souza, 2000).

A elevada prevaléncia de quadros de intoxicacdo pelos agrotdxicos, tanto aguda como
crénica, reflete a precariedade com que sdo realizadas as atividades de controle de pragas no
campo, sem protecdo por equipamentos de seguranca e com 0 uso indiscriminado de
substancias quimicas prejudicais ao meio ambiente, as espécies e ao homem. Alguns autores
comentam que a freqliéncia de sinais e sintomas provém de uma ocorréncia elevada de casos
de contaminacdo humana por exposicdo simultdnea a inameros produtos, utilizados
geralmente na forma de coquetel, em curtos intervalos de reaplicacdo e sem a adocdo das

adequadas medidas de seguranca (Araujo et al, 2007).
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1.3.1 Classifica¢éo dos Pesticidas Quanto a Toxicidade

A classificacdo dos pesticidas constitui tema de controvérsia, pois Varias
denominagBes tém sido empregadas para designar sua agdo, tais como defensivos agricolas,
biocidas, pesticidas, praguicidas e agrotdxicos. Pela legislacdo brasileira, tais compostos sdo
denominados de “agrotoxicos” e classificados como inseticidas, fungicidas e herbicidas. A
denominacdo “pesticida” é dada a substdncia ou a mistura de substancias destinadas a
prevenir a acdo ou destruir direta e indiretamente insetos, acaros, roedores, ervas daninhas,
bactérias e outras formas de vida animal ou vegetal prejudiciais a lavoura (Sanches et al,
2003).

Os pesticidas estdo divididos em quatro classes toxicologicas: | = rétulo vermelho
(altamente toxicos); Il = rétulo amarelo (medianamente tdxicos); 111 = rétulo azul (pouco

toxicos) e 1V = rotulo verde (praticamente ndo-toxicos).
1.3.2 Descrigéo dos Grupos de Inseticidas
1.3.2.1 Organoclorados

Dentre os pesticidas mais utilizados destacam-se os inseticidas organoclorados, que
sdo hidrocarbonetos clorados com caracteristicas associadas as poucas possibilidades de
reacao que podem sofrer, sendo a descloracdo e a oxidagdo um processo que soO se realiza em
nivel enzimatico. Tais compostos sdo pouco soliveis em &gua e solluveis em gordura;
portanto, tendem a se acumular nos tecidos gordurosos dos animais e ao longo da cadeia
alimentar. O exemplo mais comum desse tipo de principio ativo € o DDT (Barrigossi, Lanna e
Ferreira, 2004).

Os organoclorados apresentam em sua estrutura atomos de carbono e cloro e surgiram
comercialmente na década de 40. Tais inseticidas constituem importantissimo grupo, e
compreendem o DDT e varios outros produtos comerciais como o Aldrin, o Dieldrin, o
Pentaclorofenol, etc (Santisteban, 1999).

Os pesticidas organoclorados sdo extremamente toxicos e apresentam elevada
estabilidade e capacidade de bioacumulacdo, podendo gerar problemas ambientais e de saude
(Galli et al, 2006).

Como o0s compostos organoclorados sdo muito lipossollveis e se acumulam nas
gorduras dos organismos, eles percorrem rapidamente a cadeia alimentar, com resultados
desastrosos para espécies, incluindo o homem, que ocupa o topo desta cadeia (Lopez e Matuo,
1990).
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Os pesticidas clorados podem ser introduzidos no organismo através das vias cutanea,
digestiva e respiratoria. A eficiéncia da absor¢do dermal é variavel. Os hexaclorocicloexanos,
incluindo o Lindano, e ciclodienos, como Aldrin, Dieldrin e Endossulfan, séo eficientemente
absorvidos quando em contato com a pele. No entanto, a maior introdugdo no organismo de
produtos como o DDT (diclorodifeniltricloroetano) e o Dicofol ocorre através dos alimentos,
principalmente com os que contém elevada quantidade de gordura. Além dos alimentos, a
absorcdo dos pesticidas pode ocorrer através das vias respiratorias, por absorcdo de particulas
de p6 contaminadas pelos pesticidas (Flores et al, 2004).

1.3.3.2 Organofosforados

Os pesticidas organofosforados possuem em sua estrutura um atomo de fésforo central
pentavalente, ligado a um atomo de oxigénio ou enxofre por uma dupla ligacdo. Estes séo
menos persistentes no ambiente que os organoclorados, contudo possuem efeito toxico mais
agudo para seres humanos e outros mamiferos, pois sdo inibidores da enzima
acetilcolinesterase, essencial para transmissdo de impulsos nervosos. Assim cOmo 0S
organoclorados, os organofosforados sdo lipossoliveis, sendo contaminantes em potencial
para diversos tipos de alimentos (Baird, 2000).

Pesticidas do grupo dos organofosforados sdo compostos anticolinesterasicos que
causam variado grau de toxicidade para o ser humano e sdo amplamente utilizados na
agricultura ha muitas décadas. Em razdo do beneficio do agrotoxico para o sucesso do plantio,
o trabalhador tem a tendéncia de superestimar seus efeitos benéficos para o plantio,
desconsiderando os efeitos maléficos a saude em curto, médio e longo prazos (Korbes et al,
2010).

Em virtude do efeito inibidor das acetilcolinesterases, os pesticidas organofosforados
podem ocasionar, em mamiferos, diversos efeitos, tais como lacrimejamento, salivacdo,
sudorese, diarréia, tremores por intoxicacdo aguda e disturbios cardiorespiratorios. Estes
altimos séo decorrentes de broncoconstricdo, aumento das secre¢des bronguicas e bradicardia,
bem como de depressao do sistema nervoso central, sendo as principais causas de morbidez e
mortalidade por tais produtos (Ecobichon e Joy, 1991).

O efeito cronico leva a sintomas de intoxicacdo que podem ser praticamente
confundidos com o mal de Parkinson, depressao, fadiga, confusGes mentais entre outros, que

mascaram a sua causa (Baird, 2000).
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Um dos inseticidas organofosforados mais utilizados na agricultura brasileira, na
atualidade, é o paration metilico.

O paration metilico € um inseticida organofosforado que teve sua introducédo no
mercado no inicio de 1950. Foi originalmente desenvolvido pela empresa alema Bayer. E um
pesticida ndo-sistémico que mata as pragas, agindo como veneno no estdmago. Ele é usado
para controlar insetos mastigadores e sugadores em uma gama de culturas, incluindo cereais,
frutas, legumes, plantas ornamentais, algoddo e outros. O paration metilico é geralmente
aplicado como pulverizante, principalmente como uma formulacdo de concetrado
emulsiondvel (Tomlin, 1994).

O paration metilico € classificado como extremamente toxico, ou classe I.E altamente
toxico por inalacdo e ingestdo e moderadamente toxico por absorcdo cutanea (também é
facilmente absorvido pela pele). A dose letal em ratos é de 2,9 mg.Kg™, em camundongos é
33,1-119,5 mg.Kg™, em coelhos é de 19-420 mg.Kg™ e cdes é de 50 mg.Kg™. Quando inalado
0 primeiro efeito adverso é o sangramento ou corrimento nasal, tosse, desconforto no peito e
dificuldade respiratéria. Contato com a pele pode causar sudorese localizadas e contracoes
musculares involuntarias. Apos a exposicdo por qualquer via, outros efeitos sistémicos podem
comegar dentro de minutos, ou ser adiada por 12 h. Estes podem incluir palidez, nduseas,
vOmitos, diarréia, colicas abdominais, cefaléia, tontura, dor ocular, visdo turva, visdo de
constricdo ou dilatacdo das pupilas, lagrimas, saliva, sudorese e confusdo. Em casos graves, a
intoxicacdo afetard o sistema nervoso central, produzindo em coordenacédo, fala arrastada,
perda de reflexos, cansaco, fraqueza e eventual paralisia das extremidades do corpo e dos
musculos respiratorios. A morte pode ser causada por insuficiéncia respiratoria e parada
cardiaca (EXTOXNET, 1994).

O paration metilico tem uma meia-vida em solucdo aquosa de 175 dias e 10 dias a
dois meses de solos. A taxa de degradacdo aumenta com a temperatura e com a exposicdo a
luz solar. Quando uma grande concentracdo do paration metilico atingir o solo, como em um
derramamento acidental, a degradacdo ir4 ocorrer apenas depois de muitos anos (Howard,
1989).

1.3.3.3 Carbamatos

Os carbamatos sdo usados como inseticidas e acaricidas. S&o compostos muito

instaveis em condicBes neutras e alcalinas, em temperatura ambiente (Galli et al, 2006).
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No sistema respiratorio, a presenca dos carbamatos leva a diminuicdo da atividade da
acetilcolinesterase e ao agravamento do quadro clinico, que inclui aumento acentuado das
secre¢Bes brénquicas e dispnéias sibilias que parecem ser devidos a efeitos muscarinios
(Ecobichon e Roy, 1991).

A forma mais comum de morte ¢ a faléncia dos 6rgaos, que ocorre como resultado da
bronconstrigdo, da broncorreia e da paralisia dos 6rgéaos respiratérios e depressdo dos centros
respiratérios (Lemus, 2000).

Genericamente, diz-se que organofosforados atravessam mais a barreira
hematoencefalica do que os carbamatos, sendo o quadro de relevancia nas intoxicacdes aguda.
Assim, a inibicdo de enzima acetilcolinesterase pelos organofosforados é irreversivel,

enquanto pelos carbamatos € reversivel (Amorim et al, 2005).
1.3.3.4 Piretroides

Os inseticidas piretroides foram originalmente obtidos a partir de compostos de
origem natural, tais como piretro, nicotina e acido crisantémico. Apesar de possuirem menor
toxidade que a maioria das outras classes de inseticidas, podem apresentar longa persisténcia
em ambientes fechados, uma vez que sdo utilizados como inseticidas domésticos (Esteve-
Turrillas et al, 2004).

Os piretréides sdo mais eficientes e seguros, pois sdo seletivos e ndo apresentam
toxicidade elevada para os mamiferos. Sdo largamente usados em diversos tipos de cultura no

controle de insetos, podendo ser eventuais contaminantes de alimentos (Galli et al, 2006).

1.3.4 Cromatografia a Gas e Microextracdo em Fase Sélida

A cromatografia € um procedimento analitico bem estabelecido com uma historia de
usos de varias décadas. Constitui-se em um método que vem sendo continuamente
aperfeicoado atraves de suas novas variantes e modificagdes dos procedimentos (Eiceman et
al, 2002).

A maioria das operagbes quimicas, incluindo as analises quimicas, envolve a
separacdo de misturas em seus componentes individuais. O processo de andlise fica
simplificado e agilizado se os componentes do material a ser analisado puderem ser separados

em fragOes ou isolados individualmente (Neto e Nunes, 2003).
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Os métodos cromatograficos constituem um grupo diversificado e importante de
metodos aplicaveis a todos os ramos da ciéncia, pois ha necessidade do desenvolvimento de
novas metodologias de analise, mais rapidas e confiaveis, que resultem em métodos mais
robustos de caracterizagdo de misturas complexas, com procedéncias distintas (Silva, 2007).

A cromatografia a gas do inglés, gas chromatography (GC), por exemplo, é
fundamentada em aspectos como a utilizacdo de uma fase mdvel baseada em um fluxo de gas
inerte e a potencialidade de analise de compostos volateis e semi-volateis. E uma modalidade
da cromatografia que encontra uso intensivo, principalmente devido aos consequentes
desenvolvimentos tecnoldgicos; sendo assim, a cromatografia a gas constitui-se em uma
poderosa técnica de separacdo que permite a deteccdo de analitos puros. Em outros termos, a
cromatografia a gas prepara de forma muito mais eficiente os compostos para identificacdo e
quantificacdo (Valente e Augusto, 2000).

A cromatografia a gas tem sido bastante utilizada na pesquisa de compostos de usos
agrondémico e farmacéutico, além de contaminantes ambientais, entre outros. Detectores
especificos, tais como detector por captura de elétrons, detector espectrométrico de massas,
detector por ionizacdo em chama, entre outros, sdo bastante conhecidos na determinacdo de
residuos de pesticidas por GC (Nguyen et al, 2008).

A qualidade de um método analitico esta sujeita a qualidade de suas etapas, levando-se
em consideracdo seus erros experimentais. Faz-se entdo imprescindivel obter uma fracao
representativa da amostra, onde haja condicdes de identificar e quantificar os analitos, que
presumivelmente definem a amostra. E conveniente que estas fracdes ndo tenham ou gerem
interferéncias, além de incompatibilidades com o0s equipamentos analiticos. S8o assim
empregados procedimentos de preparo de amostras, onde se procura isolar e concentrar 0s
analitos, como também obter um nivel de limpeza que ndo comprometa a analise quimica
(\Valente e Augusto, 2000).

Enguanto técnica analitica, a GC depende da qualidade da etapa de preparo de
amostra, pois quase nenhuma amostra pode ser diretamente injetada num cromatografo a gas
(Valente e Augusto, 2000). Portanto, a viabilizacdo da analise por CG fica sujeita a um
método adequado de preparacdo de amostra.

A constante de distribuicdo dos compostos por GC é determinada pela temperatura da
coluna cromatogréfica e pela extensdo das interacdes intermoleculares entre o analito e a fase
estacionaria sélida ou liquida, ja que a fase mdvel gasosa é responsavel apenas pelo transporte
do analito através da coluna, ndo participando do mecanismo de retencdo (Abraham, Poole e
Poole, 1999).
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Um dos métodos ja bem conhecido para preparo de amostras é a microextracdo em
fase solida (do inglés Solid Phase Microextraction, SPME) que apresenta diversas vantagens,
tais como: ndo utilizacdo de solventes, alto poder de concentragdo dos analitos, aplicabilidade
a muitos tipos de compostos e facilidade de transportar o material extraido para o
cromatégrafo (Silva, 2007).

A técnica de microextracdo em fase solida foi introduzida por Arthur e Pawlyszin
(1990), Pawlyszin (1997), Pawlyszin (1999) e Zhang, Yang e Pawlyszin (1994) como uma
alternativa para outros métodos de extracdo, porque integra a amostra, extrai, concentra e
introduz a amostra para a analise, sem o uso de solventes. Na SPME, a extra¢do dos analitos
da amostra matriz para a fibra acontece sempre na mesma seqliéncia, com a fibra coberta que
pode estar imersa na amostra liquida, técnica conhecida como SPME direta, DI-SPME ou no
proprio ambiente confinado ou headspace (técnica conhecida com HS-SPME)
(Lambropoulou, Konstantinou e Albanis, 2007).

Na técnica HS-SPME, a fibra coberta é suspensa sobre a amostra dentro do recipiente
de vidro. Depois que o equilibrio é alcangado apos 15 a 20 min, a fibra é introduzida dentro
do injetor do GC, onde os analiticos séo termicamente dessorvidos e analisados. Fatores que
influenciam os passos de extracao incluem tipo de fibra, tempo de extragdo, forca idnica, pH
da amostra, temperatura de extracdo e agitacdo da amostra (Tsoutsi, Hela e Albanis, 2006).

Variaveis que afetam os passos de dessorcdo incluem a temperatura e o tempo de
dessorcdo focado na temperatura do injetor. Como a técnica é limitada para compostos
relativamente volateis e seus efeitos sdo notados em matrizes complexas, é necessario um
adicional cuidado na otimizacdo de diferentes condigdes e parametros experimentais. Gilbert-
Lopez, Garcia-Reyes e Molina Diaz (2008), consideram a técnica ndo apropriada para analise
multiresidual. Contudo, inGmeros trabalhos empregando esta técnica tém sido reportados na
literatura, objetivando analisar residuos de pesticidas em diferentes amostras (Vifias et al,
2009; Zhu et al, 2009; Menezes Filho et al, 2010; Cortés-Aguado et al, 2008).

1.3.4.1 Microextracdo em Fase Sélida

Basicamente, a microextracdo em fase sélida é uma técnica de extracdo baseada em
seringa adaptada com uma agulha recoberta com uma camada de material adsorvente. O
dispositivo basico para SPME consiste em um bastdo de fibra otica de silica fundida com uma

extremidade recoberta com um filme fino de polimero (material adsorvente) (Valente e
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Augusto, 2000). Para seguranca da fibra, o sistema é montado em um dispositivo semelhante
a uma seringa, conhecido como aplicador ou holder. O material sorvente pode ser exposto
diretamente na solu¢do ou acima da solugdo a uma altura pré-definida, o que é denominado

headspace (HS-SPME), e os compostos volateis sdo entdo sorvidos (Figura 1.1).

Figura 1.1 Modos de extracdo por microextracdo em fase solida. (a) Extracdo a uma altura
pré-definida da solucdo (headspace-SPME); (b) Extracao direta por SPME.

O tipo de sorcdo depende do material constituinte da fibra, que é determinada pela
natureza quimica dos analitos. A selecdo da fibra é baseada primeiramente na polaridade e na
volatilidade dos compostos-alvo, a fim de alcancar a seletividade e a eficiéncia na extracao
(Grinberg et al, 2003).

A SPME direta (Figura 1a) apresenta grande sensibilidade analitica, pois opera em
contato direto da fibra com os analitos na amostra. No entanto, é uma técnica indicada para
analises de matrizes aquosas isentas de materiais particulados ou componentes que possam
contaminar ou deteriorar a fibra e/ou impedir a subsequente analise por GC (Valente e
Augusto, 2000).
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A HS-SPME (Figura 1b) é especialmente indicada para analitos de média e alta
volatilidade, apresentando como principais vantagens a maior preservacao da integridade da
fibra, devido ao fato de que a fibra ndo entra em contato com a matriz da amostra, e
diminuicdo da ocorréncia de carryover, ou seja, diminuicdo da ocorréncia de analitos ndo
completamente dessorvidos (ainda sorvidos na fibra) que provavelmente produzirdo falsos
sinais em andlises subseqiientes. Embora esse efeito conhecido como carryover, € bastante
pronunciado no modo HS-SPME ja que a extracdo dos compostos depende da intensidade da
interacdo analito-fibra.

Em ambas as modalidades, uma agitacdo eficiente propicia alcance rapido da
condicdo de equilibrio entre a matriz e o polimero, diminuindo o tempo de extracdo (Silva,
2007).

1.3.4.2 Microextracdo em Headspace

A técnica de HS-SPME é baseado em uma fibra de silica fundida, coberta com uma
fase estacionaria polimérica e montada em uma seringa para cromatografia gasosa
modificada, que sera exposta ao headspace acima da amostra liquida ou solida. A absorcao
dos analitos sobre o revestimento da fibra fornece mais equilibrio ao processo existente entre
a amostra no recipiente de vidro e a fase gasosa que a envolve. Essa adicional constante de
equilibrio de particdo podera também ser incluida em todo processo de calibragdo, mas na

pratica o equilibrio de particdo muitas vezes ndo € alcancado (Lord e Pawliszyn, 2000).

A chave do problema quando se aplica HS-SPME estd no desenvolvimento do
método, e a decisdo primaria para a analise é a escolha do melhor adsorvente que sera habil
para reter os analitos tracos (Lambropoulou, Konstantinou e Albanis, 2007).

Vaérios tipos de fibra tém sido utilizados como adsorvente, entre elas poliacrialato
(PA), polidimetilsiloxano (PDMS), carbowax-polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) e o
polidimetilsiloxano-divinilbenzeno (PDMS-DVB). A maioria dos métodos de extracdo por
headspace empregam fibras de PDMS (100 um de diametro),que possui a maior capacidade
para extracdo de compostos apolares e pode efetivamente coletar os diferentes componentes
da amostra por headspace. Como passo seguinte, as condi¢cdes no vial podem ser otimizadas.
A adicdo de sal, o pH, a temperaturas de extracdo, a relacdo da amostra, o headspace e 0
tempo de incubacdo sdo parametros importantes para se ter uma melhor eficiéncia na extracdo
(Pawliszyn, 1997).
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Um aumento na temperatura da amostra faz aumentar a volatilidade do analito e,
finalmente, a sensibilidade do headspace. Mas com SPME esse efeito é neutralizado por uma
reducdo simultanea da concentragéo no revestimento da fibra (Mills e Walker, 2000).

O tempo de dessor¢cdo do analito da fibra depende da volatilidade do analito, da
temperatura de dessorgé@o e da espessura do revestimento da fibra, que varia de 7 e 10 pm.
Geralmente, tempos de dessor¢éo elevados e altas temperaturas no injetor sdo recomendados
para uma rapida dessorcdo (Theodoridis, Koster e Jong, 2000).

E muito comum o procedimento para dessorcio dos analitos da fibra em SPME, que é
a dessorcdo térmica. Esta ocorre no injetor do cromatdgrafo a gas, pois esse método de
dessorcdo elimina completamente o uso de solventes organicos. Os analitos adsorvidos na
fibra também podem ser dessorvidos pelo uso de solventes organicos polares, tais como
metanol e acetonitrila. Esse caminho € usado para combinar essa técnica de extragdo com a
cromatografia a liquido ou a eletroforese capilar. Para a cromatografia a liquido, existe um
dispositivo comercial que permite a dessor¢do de todos os analitos acumulados na fibra
diretamente para o injetor do sistema cromatografico. Esse sistema proporciona um aumento
da sensibilidade do método (Pico et al, 2007).

Existem dois caminhos para dessor¢cdo dos analitos na fibra. Quando os analitos ndo
sdo fortemente adsorvidos na fibra, 0 modo de dindmica da dessor¢do por um movimento do
fluxo da fase mdvel € suficiente. Mas, quando o analito estd fortemente adsorvido na fibra,
esta € mergulhada na fase mével ou em outro solvente especifico, por um determinado tempo.
DessorcOes feitas desse modo sdo chamadas de dessorcdes estaticas (Parreira e Cardeal,
2005).

Quando a SPME foi desenvolvida, tal atencdo foi dada para a extracdo de pesticidas
em matrizes biologicas, ambientais e de alimentos. Desde entdo, o trabalho neste campo foi
continuado, e a técnica por HS-SPME tem sido freqlientemente usada como uma técnica de
rotina para extracdo de pesticidas de amostras liquidas e solidas. Evidentemente, o0s
organofosforados e organoclorados sdo o0s grupos de pesticidas mais estudados por HS-
SPME, devido a sua estabilidade térmica e a sua volatilidade (Lambropoulou, Konstantinou e
Albanis, 2007).

A vantagem da SPME pode ser completamente e facilmente explorada pelo modo
headspace. O enriquecimento dos analitos é Unico, em compara¢do com outros métodos de
preparo de amostra. E consideravelmente mais simples que puxar e armazenar em seringas
comuns, tendo em mente que as seringas comumente usadas em cromatografia ndo

enriquecem a amostragem (Picé et al, 2007).
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Desde a sua apresentacdo, a SPME tem ganhado popularidade como uma técnica livre
de solventes, confidvel e uma ferramenta flexivel para amostragem de uma variedade de
compostos volateis e ndo-volateis. Além de amostras de agua, amostras de frutas e vegetais
tém sido tambeém analisadas por SPME, estas Ultimas sendo submetidas a uma extragdo prévia
com solvente (Cai et al, 2006).

A fibra de SPME pode também ser suspensa no headspace sobre a amostra
homogeneizada. Essa opcdo, chamada de headspace-SPME (HS-SPME), elimina
interferentes, pois a fibra ndo entra em contato com a matriz complexa de frutas e vegetais.
Varias classes de pesticidas tém sido extraidos de matrizes complexas com HS-SPME (Chang
e Doong, 2006).

Ao contrario do mais convencional método de extracdo, a SPME ndo é empregada
para extrair todos ou a maior parte dos analitos de uma amostra. E esse aspecto da SPME que
pode fazer uma calibracdo problematica. Calibracdo em SPME é usualmente feita por adicéo
de padrdes preparados em agua pura. Para amostras ambientais heterogéneas, supde-se que
uma fibra de SPME poderia vir a equilibrar apenas com analitos livremente dissolvidos em
fase aquosa ou em vapor, dependendo da metodologia usada. Entretanto, em uma amostra, a
fibra interage diretamente com cada fase nesta amostra. Por exemplo, como um analito é
retirado de uma fase dissolvida por absorcdo da fibra, o analito é subsequentemente
reabastecido via reequilibrio em outras fases na amostra. Embora as recuperacfes sejam
baixas, a boa repetibilidade e reprodutibilidade dos métodos permitem uma quantificacao

satisfatoria dos analitos (Picd et al, 2007).
1.4  MATERIAIS E METODOS

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no laboratorio do Nucleo de Andlises de
Residuos de Pesticidas (NARP) do Departamento de Tecnologia Quimica da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA).

1.4.1 Reagentes, Solucdes e Demais Materiais

Foi utilizada fibra para SPME com revestimento de polidimetilsiloxano (PDMS, 100
pm de espessura, da Supelco), Metanol e sulfato de sddio, foram obtidos da Merck,
(Darmstadt, Alemanha). Foram preparadas solucdes de estoque e de trabalho do pesticida
paration metilico (Sigma-Aldrich) em metanol. Solucdes de trabalho foram preparadas por

diluicdo do pesticida no mesmo solvente para a concentracdo de 10 mgL™. Estas solucdes
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foram utilizadas na construcdo das curvas analiticas, na determinacdo da linearidade do

metodo e nos ensaios de fortificagéo.
1.4.2 Preparo das Amostras: Ensaios de Fortificacio

As amostras de arroz foram adquiridas em comércio local, com garantia de produgéo
organica (sem uso de pesticidas e/ou fertilizantes). As amostras foram acondicionadas em
papel e resfriadas a 4°C antes da analise, procedida em no maximo 24 h.

Inicialmente, as amostras de arroz foram trituradas, e uma massa de 2 g transferida
para um béquer de 20 mL, tendo sido em seguida fortificada com o inseticida paration
metilico. Os niveis de fortificacdo foram de 0,1; 0,2 e 1,0 mg.Kg™. A amostra fortificada foi
deixada em contato com o pesticida durante 30 min. Apés esse tempo, procedeu-se a adicdo
de 10 mL de agua destilada e 0,5 g de Na,SQO,, e seguiu-se a etapa de adsorcdo/dessor¢éo na
fibra do sistema SPME automatizado com posterior analise cromatografica do pesticida. A
Figura 1.2 resume as etapas de preparo da amostra.
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Amostra de arroz fortificada
I no vial (amostra + pesticida +
10 mL H,0 + 0,59 Na,SO,)

l

Pré-incubacgdo da amostra
(2 min, 70°C, 500 rpm)

l

Pré-concentracdo e extracdo
por SPME (20min, 70°C, 250

Pré-condicionamento da fibra
(1 h, 250°C)

Analise dos dados obtidos
(biblioteca do software MS l
Workstation)

Dessorc¢do da fibra no injetor
(15 min, 240° C)

}

«— Anaélise cromatogréafica
(GC-MS)

Dessorc¢do térmica da fibra
(30 min, 280°C)

Figura 1.2. Fluxograma do processo de microextracdo em fase sélida do pesticida paration
metilico, diretamente em amostras de arroz fortificadas, seguida de analise por GC/MS.

Para cada nivel de fortificacdo, foram obtidas 7 repeticBGes, totalizando 21
determinacdes para as amostras de arroz integral, polido e com casca. A escolha dos niveis de
fortificacdo foi baseada no limite aceitavel do inseticida paration metilico no arroz, que é de
0,2 mg.Kg™, de acordo com a legislacdo brasileira (MAPA, 2006). Assim, 0,1 mg.Kg™
equivale & metade deste nivel, e 1,0 mg.Kg™, cinco vezes o valor maximo permitido. Este
procedimento foi otimizado e adotado na determinacdo do inseticida em amostras de arroz

comerciais.
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1.4.3 Microextragdo em Fase Solida Utilizando Padrdes Analiticos

Para otimiza¢do do procedimento por SPME, foi utilizado um volume de 1 mL da
solucdo do padrido, em concentracéo de 10 mg.L™, preparada por diluicdo da solucio estoque
em agua. O procedimento de extracdo e pré-concentracdo do pesticida organofosforado foi
realizado empregando-se o procedimento padréo de microextracdo do headspace. A fibra para
microextracdo em fase solida foi inicialmente pré-condicionada a 250°C por 1 h, em seguida
0 equipamento (amostrador) procedeu com a incubacdo da amostra e, logo apds, a fibra foi
posicionada a certa altura da amostra aquosa por um determinado tempo. Transcorrido o
tempo de extracdo do analito da amostra, 0 composto extraido foi dessorvido termicamente
dentro do injetor do cromatografo a gas por 15 min a 240° C.

No processo de microextracdo, utilizou-se um volume constante do padrdo em frasco
tipo espaco confinado (headspace) de 20 mL de capacidade, com septos de borracha butilica
faceados com teflon e sob agitacdo magnética constante. As condi¢des otimizadas do metodo
foram: volume de amostra no recipiente de 10 mL; adi¢do de 0,5 g de sulfato de sodio anidro
ao recipiente; ajuste da temperatura para 70° C no agitador; tamanho da agulha de 2 cm;
tempo total de extracdo de 40 min; dessorcao térmica a 280°C durante 30 min; temperatura de
dessorcdo da fibra de 240°C durante 15 min; agitacdo a 250 rpm.

Na etapa de otimizacdo do procedimento de SPME optou-se por um volume de
amostra de 10 mL em um frasco de 20 mL, ap0s testes com diferentes volumes de amostra.
Apos definido o volume, foi selecionada uma massa de 0,5 g Na,SO4, como sendo a
quantidade a ser usada nos ensaios, segundo recomendado por Capobiango e Cardeal (2005),
a fim de facilitar o processo de extracdo pela fibra, como também para evitar sua saturacdo.

No processo de dessor¢do da fibra, foi empregado um tempo de 15 min.

1.4.4 Instrumentacdo

As analises foram efetuadas usando-se um cromatdgrafo a gas Varian modelo 3900,
equipado com um injetor com e sem divisdo de fluxo (split/splitless) e um detector
espectrométrico de massas Saturn 2100T (Varian). O multiplicador de elétrons foi operado a

2300 V no modo de monitoracao full scan. A temperatura da linha de transferéncia e o tempo
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de ndo-ionizacdo (delay time) foram de 280°C e 5 min, respectivamente. O injetor sem divisdo
de fluxo (splitless) foi mantido a 240°C e a purga do divisor fechada por 5 min. Foi utilizada
uma coluna capilar VF-5 MS Factor Four (30 m x 0,25 mm id., 0,25 um de espessura do
filme, com a pressdo na cabeca da coluna controlada a 15 psi) e hélio como gas de arraste
(fluxo de 1 mL min™). A temperatura da coluna foi programada de 80°C (1min) até 180°C
(mantida por 12 min), sequida de rampa de crescimento térmico a 30°C min™. A temperatura
do injetor foi mantida a 240°C durante toda a corrida cromatografica.

O processo de extracdo e pré-concentracdo foi realizado adaptando-se a fibra de
PDMS em um amostrador automatico CombiPAL (CTC analytics, Suica), equipado com uma
bandeja para acondicionar 32 recipientes com capacidades de 10 e 20 ml.

Resumidamente, para as analises por GC/MS, foram fixados 0s seguintes parametros:
fluxo do gas de arraste de 1 ml.min™; pressdo de trabalho do géas de 100 psi; temperatura do
injetor de 240°C; temperatura na coluna iniciando a 80°C, mantida por 1min, em seguida

aumentando até 180°C, numa faixa de 30°C min™, e depois mantida por 12 min.

1.4.5 Analise dos Dados

O tratamento dos dados cromatograficos foi realizado mediante comparagcdo dos
espectros de massas obtidos com a biblioteca do software MS Workstation Version 6.9 Varian
do GC-MS. Para monitoramento dos dados, o espectrometro de massas foi empregado em
modo Full-scan na faixa de 200 a 360 m/z, com multiplicador de voltagem (1x107) de 300 V,
multiplicador offset de 0 volt e corrente de emissdo de 10 YA, e tempo de ionizacdo do tipo
pre-scan de 100 ps .

Para determinacdo dos parametros de calibracdo, foram utilizadas faixas de
concentragdo variando de 0,1 a 2,0 mg.L™. Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacéo
(LQ) foram determinados pelas seguintes equacdes: LD= 3,3 x a/b e LQ= 10 x a/b, onde:
a=coeficiente linear e b=coeficiente angular.

A comparacdo das médias nos ensaios de recuperacdo foi realizada por analise de

variancia, em um nivel de 95% de probabilidade mediante o teste F.



32

1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a microextracgdo, a particdo do pesticida organofosforado entre as fases aquosa
e polimérica de polidimetilsiloxano se processa até que o equilibrio seja obtido. A constante
de equilibrio de cada pesticida depende da maior ou menor solubilidade dos pesticidas na
fibra. A fase polimérica usada neste trabalho ja tem destaque na literatura por sua eficiéncia
na extracdo do inseticida paration metilico e de outros pesticidas (Capobiango e Cardeal,
2005; Lambropoulou, Psillakis e Albanis, 2004; Yao et al, 2001; Sampedro et al, 2000; Silva,
Cardeal e Carvalho, 1999). A escolha desta fase polimérica deu-se pelo fato de que o
polidimetilsiloxano pode ser aplicado tanto para compostos polares quanto apolares,
justificando a elevada afinidade pelo paration metilico, que possui polaridade mediana
(Lambropoulou, Psillakis e Albanis, 2004).

Silva, Cardeal e Carvalho (1999), em um trabalho envolvendo a extracdo de dez
pesticidas organofosforados empregando a técnica SPME, obtiveram maxima capacidade de
extracdo em um tempo total de 60 min. No presente trabalho, 20 min foram suficientes para
obter resultados satisfatorios para o pesticida paration metilico. De fato, naquele trabalho,
pode-se verificar que o sinal observado para este composto, considerando o tempo de extracéo
entre 25 e 60 min, ndo teve um incremento significativo a partir de 30 min. Neste caso, houve
um ganho em rapidez na analise do paration metilico, mesmo considerando a maior

complexidade da matriz.

1.5.1 Estabelecimento de Condi¢bes Analiticas para Determinacéo do Paration Metilico

1.5.1.1 Possibilidade de Identificacdo do Inseticida Paration Metilico: Analise

Qualitativa

A identificacdo do principio ativo foi feita mediante monitoramento dos ions
selecionados (SIM). A Figura 1.3 mostra o espectrograma do composto. Os fragmentos
utilizados para identificacdo dos picos do paration metilico foram: [M], [M-138] e [M-154],
cujas relagdes m/z foram iguais a 263, 125 e 109, e abundancias relativas foram de 86, 85 e

100%, respectivamente.
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O tipo de fragmentacdo ndo permitiu o aparecimento do ion molecular protonado,
[M+1], provavelmente devido a elevada voltagem aplicada. A Figura 1.4 tem-se uma possivel
rota de fragmentacdo do composto-pai, originando os ions [M-138] e [M-154]. Uma das
fragmentacdes provavelmente ocorreu em uma das duplas ligagdes do anel aromatico do
composto, resultando no ion de massa 109, e a outra, em uma clivagem sobre uma ligacdo

entre oxigénio e fosforo, resultando no ion de massa 125.
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Figura 1.3. Espectrograma do inseticida paration metilico. Modo de operacgdo: Full-scan;
faixa: 200-360 m/z; com voltagem do multiplicador (1x10°) de 300 V; com multiplicador
offset de O volts e corrente de emissdo de 10 HA; tempo de ionizacdo pre-scan de 100 ps.
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Figura 1.4. Rota de fragmentacdo do composto paration metilico. Formula estrutural do
composto-pai (a); ions 125 e 109, respectivamente, originados da fragmentagdo do composto—

pai (b) e (c).

O processo de identificacdo baseou-se em dois métodos: 1) comparacdo do tempo de
retencdo relativo obtido para o ion selecionado, e 2) identificacdo do ion e comparacdo com
os dados no banco de dados (biblioteca de pesquisa) do sofware do equipamento. Com isso,
foi possivel identificar o pesticida nos demais cromatogramas obtidos, sem o0 uso de padrdes.
Assim, tal metodologia também pode ser aplicada para a identificacdo do inseticida paration

metilico em outros tipos de amostras.
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1.5.1.2. Analise Quantitativa do Paration Metilico

A Figura 1.5 mostra o cromatograma de uma solugcdo do pesticida em uma
concentracéo de 1 mg.L™" em modo headspace, preparado em 4gua destilada em um frasco de
20 mL. Sucessivas injecdes de padrdes possibilitaram as etapas de calibracdo do método

analitico.
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Figura 1.5. Cromatograma obtido da analise do inseticida paration metilico por HS-SPME-
GC/MS em uma solucéo padrdo de concentragdo de 1mg.L™. CondicBes operacionais: hélio
como gés de arraste (fluxo: 1mL.min™); temperatura do injetor: 240°C; temperatura na coluna
programada de 80°C (mantida por 1 min) até 180°C (12 min) a uma faixa de 30°C.min™ .
Tempo total de corrida: 16,50 min. Tempo de retencdo do composto: 15,33 min.

Comparando-se 0s resultados obtidos com o método empregando HS-SPME com
aqueles obtidos pela extracdo direta do pesticida, durante os testes de otimizacao, percebeu-se
que houve uma melhora significativa no sinal e no formato do pico cromatogréafico, que
apresentou-se bem definido e sem interferentes.

Para isso, o parametro relacionado ao tempo de extracdo foi avaliado, assim como o

tempo de dessorcdo da fibra, a velocidade de agitacdo da amostra e o volume do recipiente,
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pois afetam diretamente a sensibilidade do método, dependendo inclusive do tipo de matriz a
ser analisada. O aumento do volume da solucdo de trabalho no recipiente e também da
temperatura do agitador resultaram em uma melhora no sinal analitico, quando comparados
com outros trabalhos envolvendo este tipo de otimizacdo (Capobiango e Cardeal, 2005; Silva,
Cardeal e Carvalho, 1999).

Em andlise por HS-SPME utilizando headspace, uma baixa definicdo no sinal
analitico pode estar relacionada com um tempo inadequado para extracdo do composto de
interesse, assim como um tempo inferior ao necessario para total dessor¢do deste composto na
fibra utilizada (Pico et al, 2007). A Figura 1.6 apresenta a curva analitica para o inseticida
paration metilico, obtida de injecBes em triplicata do padrdo, mostrando as dispersdes

randomicas em torno de cada ponto.
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Figura 1.6. Curva analitica para o pesticida paration metilico, obtida pela injecdo em
triplicata em cada nivel de concentracdo. Condi¢c6es operacionais conforme Figura 1.5.

Pode-se observar que as condi¢bes operacionais do método foram satisfatérias para a
determinacdo do pesticida, sem prejuizo na identificacdo deste, considerando-se a presenca de
co-extrativos que foram eluidos antes do tempo de retencdo do paration metilico.

Os parametros de calibracdo para analise do paration metilico estdo apresentados na
Tabela 1.1.
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Curva linear Coeficiente de Limite de Limite de
correlacéo linear deteccéo quantificacdo
(r’) (mg.L™) (mg.L™)
Y=4165,6X + 32,489 0,9985 0,026 0,078

O limite de deteccdo do método de separacdo pode ser considerado adequado, quando
se considera o limite maximo recomendado de residuo do pesticida em arroz, que é de 0,2
mg.Kg™, de acordo com a legislacdo brasileira (MAPA, 2006). Assim, o método analitico
proposto atende aos propositos a que se destina.

Dependendo da complexidade da matriz, a sensibilidade do método tende a variar
consideravelmente. Em amostras de agua, por exemplo, sensibilidades na faixa de 0,02
mg.mL™ a 0,05 mg.mL™ para o composto paration metilico foi obtida por Silva, Cardeal e
Carvalho (1999), utilizando SPME-GC-MS. Limites de deteccdo em tais niveis de tracos
foram adequados ao controle ambiental dos residuos do composto. Em alguns casos, pode-se
melhorar consideravelmente a sensibilidade do método usando-se maiores quantidades de
amostra e/ou aumentando-se o tempo de extracdo. No presente estudo, 0 aumento do tamanho
da amostra resultou em um aumento da sensibilidade do método, mas deve-se ter o cuidado de
ndo saturar a fibra com a amostra solida, o que resultaria numa grande dificuldade no
processo de dessorcao do pesticida na fibra.

A Figura 1.7 apresenta exemplos de cromatogramas obtidos com amostras reais

fortificadas com o inseticida paration metilico em niveis de 0,1; 0,2 e 1,0 mg.Kg™ .
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Figura 1.7: Cromatogramas obtidos de amostras de arroz polido fortificadas com o inseticida
paration metilico em niveis de 0,1 mg.Kg® (A), 0,2 mg.Kg® (B) e 1,0 mg.Kg* (C).
Condigdes operacionais conforme Figura 1.5.

De acordo com a Figura 1.7, o pesticida pdde ser identificado distintamente sem interferéncia
de co-extrativos; estes foram eluidos antes do tempo de retencdo do pesticida. Observou-se que,
durante a corrida cromatogréafica, apareceram varios picos de compostos co-extraidos, nao
apontando qualquer outra estrutura semelhante ao organofosforado em estudo. Dentre 0s
compostos co-extrativos, podemos citar o silano (derivado do silicio, provavelmente obtido da
fibra de PDMS utilizada) tr= 4,21 min ; o 1,4-naftalenodiono (tr= 7,83 min); o metil 2-

formilamido- 4,5-metileno dioxibenzoato (tr= 7,95 min) e o 1,1-bifenil (tr= 9,72 min). Estes
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ultimos compostos foram confirmados pela biblioteca do sistema cromatografico e sao

provavelmente compostos volateis presente na amostra de arroz.

1.5.2 Exatidao do Método: Resultados das Recuperacfes

Os resultados das recuperagdes (Tabela 1.2) em trés niveis de concentracdo foram
menores para concentracdes mais elevadas do pesticida. Uma possivel explicacdo para tal
fendmeno talvez resida no processo de limpeza e dessorcéol da fibra adsorvente, entre uma
analise e outra, que provavelmente ndo ocorreu por completo. Outra justificativa estaria no
fato de que, em amostras em que o analito esta mais diluido, sua interacdo com a matriz é
menor, o que facilita a absorcdo/adsorcdo pela fibra. Logo, em concentracBes mais altas
possivelmente ocorre maior interacdo do analito com a amostra, dificultando o processo de

dessorcdo da fibra.

Tabela 1.2. Recuperacdes médias para o método de extracdo e analise do pesticida paration
metilico por HS-SPME-GC/MS em amostras de arroz polido

Niveis de fortificacao Recuperacdo media* | Coeficiente de
(mg.Kg™) (%) variacao (%)
0,1 90,0 22,4
0,2 79,0 8,3
1 73,2 6,1
*n=7

De acordo com Tabela 1.2 pode-se considerar aceitavel o coeficiente de variacdo de
22,4 % em relacdo ao nivel de fortificacdo em uma concentracdo em nivel de traco (0,1
mg.Kg™).

Resumidamente, de acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmar que o0 método
aplicado para analise do inseticida paration metilico em amostras de arroz por HS-SPME-
GC/MS foi adequado, tendo em vista a dificuldade de se trabalhar com a microextracdo em
fase solida, principalmente em matrizes complexas. O arroz integral analisado forneceu
resultados de recuperacfes mais baixos, em comparacdo as demais amostras de arroz (polido

e com casca), que ndo geraram problemas na etapa de extracdo. O método otimizado
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apresentou-se rapido e prético, apresentando resultados satisfatérios quanto a linearidade,
sensibilidade, precisdo e exatiddo. De acordo com sensibilidade, o método pode ser
considerado adequado, pois o limite de deteccdo apresentou-se baixo (0,026 mg.Kg™), em
relacdo ao limite maximo recomendado que é 0,2 mg.Kg™ para arroz.

O método mostrou-se adequado para andlise direta do inseticida em arroz polido e
com casca com resultados satisfatorios quanto a linearidade (coeficiente de correlagdo:
0,9985), sensibilidade (LD e LQ: 0,026 e 0,078 pg/Kg) respectivamente, preciséo
(coeficientes de variacdo entre 6,1 e 22,4%) e exatid@o (recuperacdes variando de 73,2 a 90%)
para amostras de arroz polido e (coeficientes de variacdo entre 8,8 e 32,5%) e exatiddo
(recuperagdes variando de 88,7 a 89,5%) para amostras de arroz com casca. Deste modo, a
metodologia atende aos requisitos minimos para controle de residuos do inseticida em
amostras de arroz destinadas ao consumo humano.

Chai e Tan (2009), analisando residuos de pesticidas organofosforados e
organoclorados em frutas e vegetais, obtiveram recuperacfes na faixa de 71 a 97 % e na faixa
de 76 a 98 % para amostras de frutas e de hortalicas, respectivamente. Os autores usaram a
mesma fibra empregada neste trabalho. Costa e colaboradores (2008), utilizando fibra de
poliacrilato (PA 85 pum), obtiveram melhores resultados, quando comparados aos encontrados
com fibras PDMS (75 pum) e CW/DVB (65 pm). Foram encontradas recuperacdes nas faixas
de 75,4 a 116,9 %; de 76,1 a 106,7 % e de 96,2 a 103,9 %, para os herbicidas alacloro,
atrazina e propanil, respectivamente, durante a andlise de arroz.

Djavanshir e Ebrahimi (2008) produziram uma fibra, mediante copolimerizacdo da
mistura acido metacrilico-dimetacrilato de etilenoglicol, impressa com atrazina especialmente
para analises de herbicidas triazinas em amostras de agua, arroz e cebola, tendo sido atingidos
limites de deteccdo na ordem de partes por trilhdo. Infelizmente, este sistema ndo pode ser
utilizado para andlises de inseticidas organofosforados, devido as diferencas de polaridades
destes compostos.

Capobiango e Cardeal (2005) também empregaram a fibra de polidimetilsiloxano para
a analise por SPME-GC/MS de sete pesticidas organofosforados em amostras de agua, peixe,
batata, goiaba e café. Para todas as amostras, 0s teores encontrados de pesticidas estavam
abaixo do limites permitidos, de acordo com a legislacéo brasileira. VVale mencionar, contudo,
que embora este método tenha sido rotineiramente utilizado para analise direta de
organofosforados, por apresentar boa sensibilidade, recupera¢fes mais baixas foram

encontradas para o inseticida paration metilico nas amostras de alimentos analisadas.
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Dos resultados encontrados no presente trabalho, considerados satisfatorios, do ponto
de vista de analise de residuos, pode-se propor um procedimento geral de HS-SPME que pode
ser proposto para determinacdo do inseticida paration metilico em amostras de arroz que
inclua o uso de fibra de PDMS, adicdo de 10 a 15% de sal para amostra que contem agua,
aquecimento da amostra de 70 a 75 °C, com um tempo de extracéo de 45 a 60 min.

No presente trabalho, testes feitos com amostras de arroz com casca apresentaram
recuperacdes proximas as obtidas com amostras de arroz polido. A Figura 1.8 mostra 0s
cromatogramas obtidos para as amostras de arroz com casca nos trés niveis de fortificacdo
estudados.
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Figura 1.8: Cromatogramas obtidos de amostras de arroz com casca fortificadas com o
inseticida paration metilico em niveis de 0,1 mg.Kg* (A), 0,2 mg.Kg™ (B) e 1,0 mg.Kg™
(C). Condicdes operacionais conforme Figura 1.5.

Foi observado, nos testes com amostras de arroz com casca que o método usado foi
capaz de extrair o analito sem grandes interferéncias, ou seja, a casca do arroz nao adsorveu

grande quantidade do pesticida e o processo de dessorcao foi quase completo.
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Lambropoulou et al (2003), usando fibra de polidimetilsiloxano 100 um na anélise de
residuos de inseticidas organofosforados em morangos e cerejas, obtiveram recuperacdes na
faixa de 74 a 91% para todos os inseticidas estudados, empregando também a técnica de HS-
SPME. Entretanto, convém mencionar que no preparo do recipiente; o autor usou pequena
quantidade de solvente organico juntamente com agua para aumentar a capacidade de
extracdo neste tipo de matriz.

A Tabela 1.3 mostra as recuperacdes obtidas nos trés niveis de fortificacdo estudados,

para amostras de arroz casca.

Tabela 1.3. Recuperagdes médias para 0 método de extracdo e analise do pesticida paration
metilico por HS-SPME-GC/MS em amostras de arroz com casca

Niveis de fortificacao Recuperacdo media* | Coeficiente de
(mg.Kg™ (%) variagao (%)
0,1 89,5 32,5
0,2 88,9 7,7
1 88,7 8,8
*n=7

Testes feitos com amostras de arroz com casca apresentaram valores de recuperacdes
bem proximos, quando comparados aos mesmos nhiveis de recuperacdes obtidos com amostras
de arroz polido, cujas recuperacdes médias variam de 88,7 a 89,5%. A Figura 1.9 mostra os
cromatogramas obtidos para as amostras de arroz integral nos trés niveis de fortificacéo

estudados.
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Figura 1.9: Cromatogramas obtidos de amostras de arroz integral fortificadas com o
inseticida paration metilico em niveis de 0,2 mg.Kg® (A) e 1,0 mg.Kg™ (B). Condicdes
operacionais conforme Figura 1.5.

Nos testes com amostras de arroz integral, ficou evidente que a composicdo da matriz
afetou o processo de extracdo pela fibra, ou seja, que matrizes com teor de gordura elevado
dificultaram o processo de extracdo. A Tabela 1.4 mostra os resultados de recuperactes

obtidos na andlise das amostras de arroz integral.
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Tabela 1.4. Recuperagdes médias para 0 método de extracdo e analise do pesticida paration
metilico por HS-SPME-GC/MS em amostras de arroz integral

Niveis de fortificacdo Recupera¢do média* | Coeficiente de
(mg.Kg™) (%) variacao (%)
0,1 N.D N.D
0,2 60,6 24,6
1 59,5 19,7

*n =7. N. D= ndo detectado.

O arroz integral consiste em graos intactos, privados apenas de sua casca, preservando
a pelicula e o gérmen, onde se encontra a maior parte dos nutrientes deste alimento. Assim,
matrizes gordurosas como a soja, 0 milho e o préprio arroz integral podem resultar em uma
dificuldade no processo analitico. Os testes feitos com amostras de arroz integral fortificadas
apresentaram recuperacdes mais baixas que as obtidas para arroz polido e com casca, devido
sua elevada complexidade da matriz. Com isso, ajustes nos parametros de extragdo e preparo
do recipiente (vial) poderiam favorecer os ensaios e promover um melhor processo de
extracdo pela fibra, pois de acordo com o método usado ndo foi possivel uma extracao eficaz
neste tipo de matriz.

Menezes, Santos e Pereira (2010), analisando residuos de pesticidas em mangas por
SPME-GC/MS, obtiveram recuperacbes na faixa de 71,6 a 117,5% para a mais baixa
concentracdo (33,3 pg.Kg™) e de 52.2 a 86% para a maior concentracdo (333,3 pg.Kg™).
Esses autores também afirman que em amostras mais diluidas a interagcdo do pesticida com 0s
constituintes da matriz é atenuada, aumentando sua disponibilidade para a fase solida da fibra.
A saturacdo da fibra pode ocorrer quando as amostras estdo mais concentradas. O aumento na
forca ibnica reduz a interacdo entre o analito e a matriz, facilitando deste modo sua extracdo
pela fibra.

Convém mencionar que os resultados das recuperacdes obtidos por esses autores
tiveram a mesma tendéncia dos obtidos para as amostras de arroz integral analisadas no
presente trabalho, ou seja, recuperacdes altas para concentracdes baixas e recuperacdes baixas
para niveis altos de concentracao.

Fytianos et al (2006), analisando organofosforados em frutas por HS-SPME-GC/NPD,
obtiveram recuperacdes na faixa de 0,3% (paration metilico) a 3,1 % (diazinon), sendo que no
estudo os principais residuos encontrados foram Diazinon e o Paration. No estudo, foi

avaliado também o processo de lavagem e de corte das cascas das frutas. Assim os autores
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observaram que aproximadamente 18% da quantidade de pesticida podem ser removidos com
lavagem e que descascar as frutas pode remover mais que 85% da quantidade do pesticida nas

frutas in natura.

1.6 CONCLUSOES PARCIAIS

A técnica de microextracdo em fase sélida ja é bastante utilizada para analise de
diversos tipos de matrizes, tais como frutas, vegetais, grdos e dos compostos volateis
presentes nessas matrizes. A microextracdo em fase solida do headspace é a mais empregada
nestes tipos de testes, ja que a microextracdo em fase solida no modo direto tem seu uso
restrito a matrizes menos complexas, submetidas a processo prévio de purificagéo.

Uma das grandes vantagens da técnica por microextracdo em fase solida para
determinacdo de pesticidas em alimentos, além da rapidez, é a ndo-utilizacdo de grandes
volumes de solvente, 0 que a torna uma técnica analitica viavel e ecologicamente limpa. A
metodologia desenvolvida neste trabalho, utilizando a técnica de SPME, tornou o trabalho
mais simples e pratico, oferecendo um ganho de tempo na etapa de preparo da amostra, com
vantagem adicional da ndo-utilizacéo de solventes organicos.

A principal vantagem de se trabalhar com um procedimento automatizado € a reducao
dos custos na analise, além de se obter um ganho de tempo na etapa de extracdo das amostras,
ja que este procedimento é feito no proprio recipiente de analise.

Neste trabalho, um método por SPME-GC/MS foi adaptado para analise do pesticida
paration metilico em amostras de arroz (em casca, integral e polido). O método apresentou-se
sensivel, com limites de deteccéo proximo a 0,03 mg.Kg™ e reprodutivel com coeficientes de
variacdo entre 6,1 e 32,5%, sendo que a maior variabilidade foi observada em niveis menores
de fortificacdo. Em relacdo a eficiéncia, 0 método apresentou boa exatiddo, com recuperacées
variando de 73,2 a 90% para amostras de arrozes em casca e polido, e de 59,5 a 60,6%, para

amostras de arroz integral.
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PARTE 2

DETECCAO DO INSETICIDA PARATION METILICO EM EXTRATOS DE ARROZ
IN NATURA EMPREGANDO BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS

2.1. INTRODUCAO

Pesticidas sdo amplamente usados ao redor do mundo, sdo altamente tdxicos e
permanecem no ambiente, causando sérios problemas, devido ao longo tempo de exposicao.
Entre os pesticidas, os organofosforados e os carbamatos representam uma importante classe
de compostos toxicos. Sua toxicidade € baseada na inibicdo da enzima acetilcolinesterase.
Apesar do fato de tais compostos ndo serem persistentes no ambiente quando comparados aos
inseticidas organoclorados, seu intenso uso tem levado a contaminacao de aguas e alimentos
(Rawn et al, 2004; Blasco et al, 2003).

Os métodos de referéncia para deteccdo de pesticidas tém sido baseados em separacéo
por cromatografia. Essas técnicas tém notaveis limites de deteccdo e seletividade, mas sdo
caras e tomam muito tempo. Além disso, ndo sdo técnicas adaptadas a deteccdo de poluentes
in situ (Campas et al, 2005).

Nas ultimas décadas, biossensores baseados na enzima acetilcolinesterase (AChE) tém
emergido como uma técnica promissora para investigacoes de toxicidade, monitoramento
ambiental, controle de qualidade de alimentos e investigacGes militares. A principal aplicacao
de biossensores baseados nas AChE’s tem sido para detec¢do de pesticidas organofosforados
e carbamatos por inibicdo enzimatica (Sinha et al, 2010).

Os biossensores representam, portanto, uma alternativa viavel a ser utilizada durante
estudos envolvendo monitoramento ambiental, porque sua execucédo inclui relativamente uma
alta sensibilidade e seletividade, répida resposta, baixo custo, além de um facil manuseio
(Dondoi et al, 2006).

Com a finalidade de sintetizar enzimas artificiais, para fins de construcdo de
biossensores eletroquimicos, muitas configuracbes tém sido propostas. Pesquisadores tém
utilizado desde a modificacdo de coenzimas ou cofatores naturais das enzimas, até a sintese de

compostos gque se apresentam como modelos enzimaticos (Sotomayor e Kubota, 2002).
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No primeiro caso, realiza-se a modificacdo de cofatores ou coenzimas, que
normalmente sdo soldveis em meio aquoso, com a finalidade de torna-los hidrofobicos e criar
um ambiente mais adequado para a interagdo com o substrato. Entre esses cofatores, pode-se
mencionar as vitaminas B;, Bs e Bi;, 0 anel hemina (enzima inibidora derivada da
hemoglobina), o NADH (coenzima que apresenta dois estados de oxidagdo) e as flavinas
(Kajiki et al, 1999).

No segundo caso, as enzimas sdo simuladas, fazendo-se uso da quimica
supramolecular, com a qual catalisadores baseados neste tipo de estruturas podem executar 0s
mesmos processos realizados pelas enzimas, sem seguir estritamente o caminho pelo qual as
enzimas realmente o fazem. Sendo assim, esta quimica pode desenvolver compostos que
efetuem processos altamente eficientes e seletivos em condi¢cbes nas quais as enzimas
desnaturam. Dentre esses compostos usados na sintese de enzimas tém-se os ciclofanos, as
ciclodextrinas, as micelas e as bicamadas moleculares (Jairam, Potvin e Balsky, 1999).

Uma analise baseada na inibicdo de um biossensor enzimatico consiste na
quantificagdo da diminuicdo da resposta do biossensor, depois da incubacgéo direta na amostra
ou no extrato da amostra. A diminuicdo do sinal é correlacionada com a concentracdo do
inibidor (Dondoi et al, 2006).

Biossensores a base de enzimas aceticolinesterase (AChE) sdo baseados na inibigcdo
enzimatica por um pesticida ou outro inibidor qualquer. Quando a enzima AChE ¢
imobilizada na superficie do eletrodo, ha interacdo com o substrato, produzindo uma espécie
eletroativa. Nessa estratégia, acetiltiocolina pode substituir o substrato original da AChE, a
acetilcolina. Assim, o novo substrato (acetiltiocolina) é hidrolisado da mesma forma como o
substrato original, produzindo tiocolina e o acido carboxilico correspondente (&cido acético,
no caso). Os elétrons gerados durante a reacdo eletroquimica sao coletados, e a corrente final
é a medida quantitativa da atividade da enzima (Nunes, Jeanty e Marty, 2004). As reacdes que
ocorrem na superficie do biossensor com a enzima aceticolinesterase sdo resumidas na Figura
2.1.
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ATCh+ H,0 AChE_ Tchs HA

acetiltiocolina tiocolina acido acético

2T{3hrerd — Tchaxi + 2H++ 2e-

Figura 2.1: Reacdo da acetiltiocolina (substrato) com a enzima AChE, com a formacgéo da
tiocolina.

Tanto os organofosforados como os carbamatos atuam na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, que catalisa a hidrolise da acetiltiocolina, gerando colina e acetato. A
acetilcolina por sua vez, € um neurotransmissor natural sintetizado pela célula transmissora ou
pré-sinaptica. Ela é armazenada em vesiculas sindpticas até que um potencial de agéo leve a
uma despolarizagdo da membrana plasmatica das celulas pré-sinapticas (Sousa e Rebelo,
2008).

Nesta parte do trabalho, enzimas acetilcolinesterase comerciais e geneticamente
modificadas obtidas da Drosophila Melanogaster foram imobilizadas em um eletrodo de
pasta de grafite modificada com TCNQ, originando biossensores altamente sensiveis ao
inseticida organofosforado paration metilico. Alguns dos biossensores foram, entéo, utilizados
na deteccdo do pesticida em extratos de arroz dopados, tendo sido avaliada a eficiéncia do

método de detec¢do, em funcéo da sua reprodutibilidade e exatidao.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1. Geral

Desenvolver uma metodologia para deteccdo do inseticida paration metilico em
extratos de arroz in natura, empregando biossensores amperométricos previamente

otimizados.
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2.2.2. Especificos

a) otimizar o procedimento de imobilizacdo enzimatica, de forma a resultar em menor
perda de atividade da enzima acetilcolinesterase;

b) construir sensores de vidro contendo a enzima AChE e o mediador (TCNQ), a partir
do preparo de uma pasta de grafite;

c) avaliar as respostas eletroquimicas dos biossensores e determinar os potencias de
trabalho;

d) realizar ensaios de inibicdo enzimatica, a partir de solu¢bes do padrdo de paration
metilico;

e) construir curvas de inibi¢do e determinar a sensibilidade de biossensores construidos a
partir de enzimas AChE de diferentes fontes (comerciais e geneticamente
modificadas);

f) aplicar os sensores na deteccdo do paration metilico em extratos de arroz.

2.3 REVISAO DE LITERATURA

A investigacdo de pesticidas depara-se com problemas analiticos complexos,
ocasionados pela gama de substancias existentes a serem determinadas em distintos produtos
agricolas, possivelmente presentes em niveis de tragos. Meétodos baseados em
espectrofotometria e cromatografia a liquido ou a gas tém sido validados, apresentando-se
muito sensiveis e sendo cada vez mais usados neste tipo de andlise (Li et al, 2004).

Os biossensores surgiram como métodos analiticos alternativos. S8o arranjos que
apresentam, em geral, elevadas sensibilidades e seletividade, com tempo de resposta bastante
curto e minimo tratamento da amostra (Fatibello e Capelato, 1992; Janata Josowicz e
Devaney, 1994). Na area de controle ambiental, principalmente para controle de pesticidas,
varios biossensores eletroquimicos a base de enzimas colinesterase (AChE) foram
desenvolvidos para a deteccdo de pesticidas em matrizes ambientais. Esses sistemas baseiam-
se no principio de inibicdo enzimatica para determinacdo/quantificacdo desses inibidores
(Marques et al, 2004). Biossensores do tipo serigrafado (screen printed), tém sido estudados
como instrumentos para investigacdo confirmatoria/alarme, buscando economia de tempo e de
investimentos. Sdo empregados para detectar amostras potencialmente positivas em analise
previa de controle do ambiente (Zhang e Yang, 2000).

Inibicdo de enzimas colinesterase podem ser detectadas em amostras de alimentos e
ambiente por uma variedade de métodos cromatogréaficos padronizados, tais como por HPLC

(do inglés, High Performance Liquid Chromatograph), GC/MS, ou ensaios
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espectrofotométricos que sdo baseados em inibicdo das colinesterases (Lacorte e Barcelo,
1996).

Os multissensores & base de enzimas acetilcolinesterase representam um novo
principio em deteccdo de vérios analitos. Um aumento na eficiéncia do biossensor pode ser
possivel por recombinacdo com enzimas AChE mutantes com propriedades relevantes. Em
particular, especifica e alta constante de inibicdo para analise dos analitos sdo usados para
melhorar a capacidade do sensor em termos de tempo gasto nos ensaios, aumento da
sensibilidade e faixa de concentragdo dos analitos. Estudos recentes com AChE mutantes séo
empregadas para determinar as propriedades das enzimas e 0s mecanismos hidroliticos
(Vellom et al, 1993; Ashani et al, 1995; Faerman et al, 1996; Masson et al, 1996).

2.4 MATERIAIS E METODOS

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no Laboratorio de eletroanalitica do Instituto
de Quimica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (IQ/UNESP) sob

supervisdo das professoras doutoras Hideko Yamanaka e Maria Del Pillar Sotomayor.

2.4.1 Reagentes

Acetilcolinesterases (AChE’s extraidas de enguia elétrica e do eritrocito bovino),
cloreto de acetiltiocolina (ATChCI), glutaraldeido 25% (v/v), proteina soro albumina bovina
(BSA 10% (v/v), 5,5- ditiobis (2-acido nitrobenzdico) (DTNB), solucdo tampao fosfato pH
7,5 e po de grafite foram todos obtidos da Sigma Aldrich (Amystang, Alemanha). Oleo
mineral (nujol) foi obtido no comércio local.O padrdo do pesticida paration metilico foi
obtido também da Sigma-Aldrich.

Enzimas geneticamente modificadas, obtidas da Drosophila Melanogaster (Dros),
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jean-Louis Marty, do Laboratério BIOMEM, da
Universidade de Perpignan, Franca, tendo sido obtidas do Laboratorio de Quimica Organica,

liderado pelo Dr. Didier Founier, da Universidade de Toulouse, na Franca.
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2.4.2 Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram feitas em um potenciostato/galvanostato
(MicroAutolab tipo Il da Metrohm). As medidas espectrofotométricas foram feitas em um
espectrofotometro da Hewlett Packard, modelo HP 8433.

2.4.3 Determinacdo da Atividade Enzimatica

A atividade da enzima foi medida espectrometricamente antes de cada imobilizacéo.
Resumidamente, foi tomado um volume de 50 pL da enzima a ser analisado, e misturado a
200 pL de 5,5- ditiobis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB) 2,5 x 10° mol.L™, 350 pL de
solucdo tampédo fosfato (PB) 0,1 mol.L™ e, por Gltimo, 200 pL de solugdo do substrato cloreto
de acetiltiocolina (ATChCI) 2mM , em uma célula espectrofotométrica. SolucGes estoques das
enzimas foram preparadas diretamente nos frascos com NaCl 0,9% ; solugdes de trabalho
foram preparadas por dissolucdo destas em tampéo fosfato salino (PBS) e pequenas aliquotas
foram guardadas em freezer a -18°C. A medida da atividade enzimatica foi relacionada a
formacdo do composto 5-tionitrobenzoato que absorve a 412 nm, de acordo com o esquema
da Figura 2.2 (Metodo Elman citado por Bachmann et al, 2000). Medidas

espectrofotométricas do branco foram feitas sem a presenca de enzima em 412 nm.

Acetiltiocolina + H,O - tiocolina + acetato

lDTN B

Tiocolina-tionitrobenzoato dissulfeto + 5-tionitrobenzoato

Figura 2.2: Reacdo da acetiltiocolina até a formacdo do composto 5-tionitrobenzoato
(Método de Elman).
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2.4.4 Imobilizacdo Enzimatica

A otimizacdo de qualquer sistema com biossensor amperométrico tem sido focado
principalmente em dois aspectos: o primeiro para aperfeicoar a habilidade e aumentar a
transferéncia de elétrons através da modificacdo do eletrodo de trabalho, proporcionando um
potencial baixo; o segundo, testando diversas formas de imobilizacdo enzimética, de modo a
ndo perder a atividade enzimatica e obter sensores de elevada sensibilidade.

Uma variedade de métodos de modificacdo tém sido empregados, tais como aqueles
que empregam a ftalocianina de cobalto e o tetracianoquinodimetano (TCNQ), dentre outros
mediadores. Variagcdes nas técnicas de imobilizacdo enzimatica tém como objetivo prover
maior eficiéncia do sensor e melhorar a sua resposta (Sun e Wang, 2010).

O processo de imobilizacdo é a etapa fundamental no estudo de qualquer biossensor.
Neste trabalho, foi testado o0 método de imobilizacdo com glutaraldeido em sensor com pasta
de carbono. A pasta da enzima para imobilizagdo continha tampéo fosfato (pH= 7,5), enzima
(carga enzimatica previamente medida), glutaraldeido na proporcdo de 25% (v/v) e soro
albumina bovina (BSA) a 10% (v/v). Apés homogeneizacdo em Vortex, um volume de 5 pL

da mistura foi usado no preparo do biossensor.

2.4.5 Preparo do Biossensor

A pasta de carbono modificada foi preparada misturando-se 45 mg de p6 de grafite
com 5 mg do mediador TCNQ (7,7,8,8-tetracianoquinodimetano), 1 mL de tampao fosfato
(pH 7,5) 0,1 mol.L™ e 5 pL da enzima com atividade relativa de 10 U/mL, totalizando 20 mU
de enzima em cada sensor. Depois de seca a pasta em temperatura ambiente por
aproximadamente 24 h, um volume de 100 pL de 6leo mineral foi adicionado, a fim de dar
consisténcia a esta. A pasta foi entdo colocada dentro de uma cavidade na extremidade de um
eletrodo de vidro (4rea geométrica 0,071 cm? ) e o sensor foi entdo polido em papel sulfite.
Em seguida, o biossensor foi imerso em solu¢do tampéo fosfato pH 7,5 por aproximadamente

20 min, antes do uso.
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2.4.6 Preparo das Amostras de Arroz

Inicialmente, certa quantidade de arroz foi triturada e homogeneizada. Em seguida
pesou-se com precisdo 1g da amostra e fortificou-se com concentragdes do inseticida paration
metilico em trés niveis (1x10?, 1x10° e 5x10* mg.Kg™) de acordo com a curva analitica
obtida nos testes de calibragcdo, mantendo o pesticida em contato com a amostra por 30 min.
Apos esse tempo, foi feita a extragdo do pesticida da amostra de arroz por agitacdo constante
por cerca de 20 min, utilizando 5 mL de solucdo tampdo pH 7,5. Em seguida, procedeu-se
nova agitacdo em vortex e finalmente a amostra foi centrifugada, onde o sobrenadante foi
usado nos testes de inibicdo enziméatica empregando os sensores preparados conforme item
2.4.5.

2.4.7 Medidas Amperométricas e Ensaios de Inibigdo

Para as medidas amperométricas, o biossensor foi imerso em uma célula contendo 5
mL de tampdo PBS pH 7,5 com substrato ATChCI (cloreto de acetiltiocolina) 2 mmol.L™.
Inicialmente, a medida foi realizada por voltametria de pulso diferencial. O potencial de
trabalho obtido por voltametria (ponto méaximo) foi fixado para as medidas
cronoamperométricas. A célula foi lavada com tampao entre uma medida e outra.

A analise do biossensor e os testes de inibicdo enzimatica com o pesticida paration
metilico foram feitos de acordo com o procedimento que se segue: a resposta inicial (corrente
inicial, lp) do biossensor foi medida em solucdo tampdo PBS em presenca de cloreto de
acetiltiocolina, apds 35 s, onde se verificou a estabilizacdo da corrente. Entéo, o biossensor foi
incubado por 10 min em 5 mL de solugdo padrdo do inseticida, preparado em agua destilada
ou mesmo em 5mL do extrato (incubacdo de enzima com o inibidor). Terminado o tempo de
incubacdo, o sensor foi novamente lavado, e nova medida eletroquimica foi feita em solugédo
tampao contendo cloreto de acetiltiocolina, obtendo-se um novo sinal (I). A inibicao relativa
(IR) foi determinada pela seguinte formula: IR%= [(lo —1)/1p)x100] e entdo relacionada a
concentracdo do inibidor.

Para 0s ensaios de recuperacdo, as amostras de arroz foram fortificadas em trés niveis
de concentracdo e entdo submetidas a um procedimento de extracdo de acordo com o item
2.4.6.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Estudo Eletroquimico para Selecdo do Potencial de Trabalho

Na etapa otimizacdo das medidas amperométricas, testes com voltametria de pulso
diferencial foram efetuados para se determinar o potencial de trabalho do sistema e realizar as
medidas cronoamperométricas. Definido o potencial, foram realizadas corridas
cronoamperométricas em potencial fixo de 180 mV vs Ag/AgCIl. A Figura 2.3 mostra o
voltamograma gerado pelo sistema.

14 -
12 4

10 -

i/ YA

T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

E/V

Figura 2.3. Voltamograma gerado nos testes de otimizacdo do sistema empregando
biossensores. Condicdes operacionais: tempo de estabilizacdo: 3 s; tempo de modulacdo: 0,05
s; intervalo entre medidas: 0,5 s; potencial inicial= 0; potencial final: 0,6 V; amplitude da
modulacdo: 0,05055 V.

2.5.2 Otimizacao do Procedimento de Imobilizacdo Enzimatica

O processo de imobilizacdo enzimatica em sensor de pasta de carbono foi feito com
ligacdo cruzada com glutaraldeido e soro albumina bovina, na proporcéao de 5% (v/v) e de 2%
(v/v), respectivamente.

O principal problema durante o processo de imobilizacdo enzimética pode ser a perda

parcial ou total da atividade enzimética, que pode ser atribuida as condi¢des experimentais.
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No desenvolvimento do trabalho foi tomado o devido cuidado no manuseio das enzimas e

demais reagentes no preparo do sensor.

2.5.3 Otimizagéo dos Ensaio de Inibicéo

O processo de inibicdo depende da carga enzimatica. De acordo com o0s testes
realizados com diferentes cargas de enzimas, utilizou-se o valor de 20 mU/mL de carga

enzimatica para os ensaios de inibicéo.

2.5.4 Construcdo de Curvas Analiticas e Determinacgéo da Sensibilidade do Método

As curvas analiticas foram construidas com base no processo de inibicdo enzimatica
das enzimas acetilcolinesterases. Os ensaios foram realizados pela imersdo do biossensor em
solucéo de substrato (ATChCI) em pH 7,5, sendo o sensor lavado com solugdo tampéo entre
as medidas. Inicialmente, foi feita a medida por voltametria de pulso diferencial. O potencial
de trabalho obtido por voltametria (ponto maximo) foi fixado para as medidas
cronoamperometricas.

A andlise do biossensor e os testes de inibicdo enzimatica com o pesticida paration
metilico seguiram os procedimentos ja padronizados (Marques e Yamanaka, 2008). A partir
desses ensaios de inibicdo, curvas de calibragdo podem ser construidas, ja que concentracdes
crescentes do pesticida ocasionam percentuais de inibicdo enzimatica também crescente. Este
principio pode, portanto, oferecer alternativa de analise qualitativa (a diminuicdo da corrente
ja indica a presenca do inibidor de AChE) e até mesmo quantitativa, ja que se pode extrapolar
a inibicdo relativa (IR%) encontrada com a concentracao do inibidor.

A Figura 2.4 mostra a curva analitica do paration metilico, construida a partir dos

ensaios de inibicdo relativa do pesticida, tendo sido testados quatro tipos de enzimas.
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Figura 2.4: Curvas de inibicdo relativa (IR) para as enzimas AChE ee (enguia elétrica),
AChE eb (eritrdcito bovino), AChE (Dros) B08-29-44 e B12, usando biossensor de pasta de
carbono com 10 U/ml de enzima. Em destaque, a faixa linear para as inibicdes.

De acordo com as curvas de analiticas obtidas para os quatro tipos de enzimas pode-se
notar que houve uma maior sensibilidade das enzimas geneticamente modificadas: AChE
(Dros) B08-29-44 e AChE (Dros) B12, onde foi possivel chegar a niveis de inibicdo de
aproximadamente 99% usando uma concentragdo de 0,01 mg.L™ do inibidor.

Em trabalhos anteriores, Nunes et al (2005) empregaram AChE provenientes da
Drosophila Melanogaster (Dros), imobilizados em sensores serigrafados, e encontraram
resultados similares, isto &, verificaram que, para muitas enzimas geneticamente modificadas,
a sensibilidade aumenta em relacdo a certos pesticidas inibidores, em comparacdo com a
enzima original, e até mesmo em compara¢ao com enzimas comerciais, como por exemplo as
obtidas de eritrocito bovino e enguia elétrica. De fato, este € um dos inimeros beneficios que
a Engenharia Genética tem fornecido, que € o de modificar enzimas, diretamente em pontos

especificos da sua seqiiéncia de DNA (sitios apresentados no nome da enzima, ex: B-08-29-
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44), a fim de melhorar a sua sensibilidade frente a determinados contaminantes, sejam eles

ambientais ou de alimentos.

2.5.5 Andlise Direta do Inseticida Paration Metilico em Amostras de Extrato de Arroz

Como mostra a Tabela 2.1 o biossensor preparado com pasta de carbono apresentou
diferentes limites de deteccéo, de acordo com as enzimas imobilizadas, indicando diferentes
sensibilidades destas frente ao inibidor. O limite de deteccdo foi determinado como sendo a
concentracdo do pesticida necessaria para se obter 10% de inibicdo enzimatica, de acordo com
procedimentos previamente estabelecidos (Nunes et al, 1999).

Tabela 2.1. Faixa linear, limite de detecgéo e dados da curva de calibragdo das enzimas

Enzimas Faixa de trabalho LD (ug.L™ )* re
(mg.L™ )

AChE (ee) 0,lal 10 0,999

AChE (eb) 0,001a0,1 0,05 0,099

AChE (Dros)B08-29-44 0,001a0,01 0,001 0,972

AChE (Dros)B-012 0,0005 a 0,01 0,001 0,992

*L_D= limite de deteccfo (ug.L™)

De acordo com a Tabela 2.1 pode-se notar que houve uma maior sensibilidade das
enzimas geneticamente modificadas frente ao inibidor, o que justifica a faixa de concentracao
usada nos ensaios de inibi¢ao e preparo das curvas analiticas destas enzimas.

Sensibilidades idénticas (mesmo LD) ambas as enzimas mutantes podem ser usadas,
sendo que a sensibilidade de ambas esta na ordem de partes por trilhdo, o que é muito

importante para deteccdes rapidas em amostras reais, incluindo agua.

2.5.6 Exatidao do Método

Os ensaios de recuperacdo foram feitos em triplicata para cada nivel de fortificacdo

(1x1072, 1x10°, 5x10* mg.Kg™), escolhidos com base na curva analitica de cada enzima. A
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Tabela 2.2 mostra os resultados de eficiéncia dos biossensores, quando utilizados para

determinacdo das concentrac@es do inseticida paration metilico em extratos de arroz.

Tabela 2.2. Recuperacbes obtidas empregando-se 0s biossensores amperométricos
construidos com diferentes enzimas.

Enzima Niveis de Concentragao Recuperagao C.V (%)

acetilcolinesterase* fortificacdo (mg.Kg™ ) (%)

1 5x10™ 99,8 10,9

AChE (eg) 2 1x10° 100 4,3

3 102 112 10,9

1 107 100 18,3

ACHhE (eb) 2 107 100 15,7

3 2x107 103 11,4

1 107 104,2 13,7

AChE Dros (B08) 2 2x10° 102,6 5,7

3 1072 100,3 17,7

1 5x10™ 112,0 7,6

AChE Dros (B12) 2 1x10°® 104,1 8,1

3 1072 100,7 13,8

* AChE= enzimas acetilcolinesterase obtidas de enguia elétrica (ee), eritrocito bovino (eb), e enzimas
geneticamente modificadas obtidas da Drosophila Melanogaster (Dros).

De acordo com os resultados apresentado na Tabela 2.2, pdde-se verificar que o
extrato obtido das amostras de arroz fortificadas com o pesticida paration metilico resultou em
forte inibicdo da enzima B08, gerando recuperacgdes variando de 100,3 a 104,2 %. O método
de deteccdo, tanto com as enzimas comerciais quanto mutantes, mostraram elevada eficiéncia,
com recuperacOes na faixa de 99,8 a 112,0 %, e valor médio de 103,2 %. Esse valor de
recuperacdo denota uma excelente correlacdo entre a concentracdo do pesticida na amostra e a
inibicdo provocada na enzima AChE.

Convém mencionar gque a inibicdo baseada em biossensores enzimaticos requer uma
boa estabilidade operacional para varias medidas de substrato, para assim quantificar a
atividade enzimatica e manter a resposta depois da imersdao em solucdo tampdo por um
ndo a um vazamento da enzima (Dondoi et al, 2006). A corrente produzida é relacionada com
a atividade da imobilizacdo enzimatica, que pode ser usada como um indicador da quantidade
medida dos organofosforados. (Gong, Wang e Zhang, 2009).

A Figura 2.5 mostra 0s sinais cronoamperométricos obtidos nos ensaios de

recuperacdo usando-se o biossensor preparado com a enzima AChE (Dros) B08 apds um
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tempo de incubacdo de 10 min. A estabilizacdo da resposta do sensor, durante a reagédo

enzimatica com o substrato, deu-se em um tempo de aproximadamente 30 s.
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Figura 2.5: Respostas cronoamperométricas obtidas para o biossensor preparado com pasta de
carbono modificada com enzima AChE (Dros) B08. Sy= sinal inicial medido; S;, S, e S sinais obtidos
ap6s incubacdo por 10 minutos com o pesticida em concentracdes de 1073 2x10° 10% mg.L™
respectivamente. Condicdes dos ensaios: temperatura ambiente; concentracdo de substrato (ATCh) na
célula: 2mM em tampao fosfato pH 7,5.

Os ensaios cronoamperometricos realizados com o extrato obtido da amostra de arroz
mostraram que o extrato obtido foi capaz de inibir a enzima, mostrando a sensibilidade
observada nos ensaios de inibicdo na etapa de construcdo das curvas analiticas.

Entretanto, convém mencionar que certas impurezas obtidas durante o preparo da
amostra, no caso, particulados do p6 de arroz, podem ter gerado sinais amperométricos mais
altos e conseqlientemente recuperacdes elevadas, ja que ndo houve um processo de filtracdo
na etapa de extracdo do pesticida.

A corrente gerada diminui consideravelmente com o aumento do tempo de incubagéo

em solucdo dos pesticidas organofosforados. Quando o tempo de incubagéo foi maior que 10
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min, a curva tendeu a manter um valor estavel, isto indica que houve uma interacdo com
grupos ativos alvos na enzima que podem atingir a saturacdo (Sun e Wang, 2010).

A Figura 2.6 mostra os sinais cronoamperométricos obtidos durante a reacdo da
enzima mutante B12 com o substrato acetiltiocolina, apds inibi¢cdo durante um tempo de 10

min.
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Figura 2.6: Respostas cronoamperométricas obtidas para o biossensor preparado com pasta de
carbono modificada com enzima AChE (Dros) B12. Sy= sinal inicial medido; S;, S, e Sz sinais obtidos
ap6s incubacdo por 10 minutos com o pesticida em concentragdes de 5x10™, 1x10% 107 mg.L™
respectivamente. CondicGes dos ensaios: temperatura ambiente; concentracdo de substrato (ATCh) na
célula: 2mM em tampao fosfato pH 7,5.

Os ensaios cronoamperométricos foram feitos aplicando-se potencial 180 mV obtido
por voltametria de pulso diferencial. Os ensaios de recuperacdes feitos testando-se a enzima
B12 foram satisfatorios, tendo em vista os niveis de recuperacdo alcancados (100,3 a 104,2

%) e coeficientes de variacdo satisfatorios para niveis de tracos (entre 7,6 e 13,8 %).
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O biossensor preparado com pasta de carbono modificada com a enzima AChE (Dros)
B012 foi sensivel na andlise do paration metilico e forneceu boas recuperagdes, com
coeficientes de variacdo na faixa de 7,64 a 13,79 %.

Nunes et al (2005), avaliando residuos de inseticida carbamatos em alimentos
infantis, obtiveram recuperac6es na faixa de 80 a 88% e 56 a 63%, para carbaril e carbofuran
respectivamente, empregando eletrodos do tipo serigrafado. Os autores realizaram uma prévia
extracdo dos compostos da matriz do alimento, empregando extracdo em fase solida.

A Figura 2.7 mostra 0s sinais cronoamperométricos obtidos durante a reagdo
enzimatica, e ap0s 0s ensaios de recuperacdo, usando-se biossensor preparado com a enzima
AChE (ee).
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Figura 2.7: Respostas cronoamperométricas obtidas para o biossensor preparado com pasta de
carbono modificada com enzima AChE (ee). So= sinal inicial medido; Sy, S, e S; sinais obtidos ap6s
incubacdo por 10 minutos com o pesticida em concentracdes de 5x10™, 1x10% 10% mg.L™
respectivamente. CondicGes dos ensaios: temperatura ambiente; concentracdo de substrato (ATCh) na
célula: 2mM em tampado fosfato pH 7,5.

De acordo com os ensaios cronoamperométricos, pdde-se verificar uma boa eficiéncia
no método, que forneceu recuperacdes na faixa de 99,8 a 112%, mostrando que o biossensor
preparado com a enzima AChE (ee) foi capaz de quantificar o paration metilico.

Dondoi et al (2006), empregando sensores do tipo serigrafado e imobilizagcdo com

hidroxietil celulose (HEC), verificaram que comparando o efeito inibidor dos inseticidas
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paration metilico e paraoxon, o paration metilico tem baixo efeito inibidor da AChE, quando
comparado ao paraoxon quando se utiliza de um biossensor a base de acetilcolinesterase. O
biossensor incubado por 10 min em soluc&o 2,5 mmol.L™ de paration metilico preparado em
tampdo PBS, ndo forneceu efeito sobre a atividade enzimatica, enquanto que o biossensor
incubado com 2,5 mmol.L™ de paraoxon provocaram uma total inibicdo da enzima. Para os
autores, este caso exemplifica a necessidade de se oxidar certos atomos para aumentar a
sensibilidade dos inseticidas organofosforados; entretanto, a oxidacdo do inseticida tem que
ser feita com cuidado para evitar a desnaturacdo da enzima e também a degradacdo do
inseticida.

A Figura 2.8 mostra 0s sinais cronoamperométricos obtidos nos ensaios de
recuperagcdo usando-se biossensor preparado com a enzima AChE (eb), durante a reacdo

enzimatica apos inibi¢cdo com o inseticida.
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Figura 2.8: Respostas cronoamperométricas obtidas para o biossensor preparado com pasta de
carbono modificada com enzima AChE (eb). Se= sinal inicial medido; S;, S, e Sz sinais obtidos ap6s
incubacdo por 10 minutos com o pesticida em concentragdes de 5x10™ 1x10° 107 mg.L*
respectivamente. CondicGes dos ensaios: temperatura ambiente; concentracdo de substrato (ATCh) na
célula: 2mM em tampao fosfato pH 7,5.

Shi e co-autores (2005), analisando &gua do mar e empregando um sensor do

serigrafado, obtiveram recuperacGes na faixa de 77 a 98% em relagdo ao inseticida
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organofosforado diclorvos. Os autores utilizaram um tempo de 15 min durante a inibicdo
enzimatica, tendo padronizado esse tempo para todos 0s ensaios de inibicdo. O método aqui
exposto foi mais rapido, pois o tempo de incubacgdo utilizado foi de 10 min e mais eficiente
com recuperacdes acima de 100%.

O tempo de inibicdo é um dos pardmetros mais influentes na analise de pesticidas.
Com o aumento do tempo de imersdo na solucdo de paration metilico normalmente ocorre
uma diminuicdo consideravel no sinal da corrente gerada (Gong, Wang e Zhang, 2009), e o
valor final pode estar no nivel de ruido do aparelho, 0 que aumentard consideravelmente o
erro analitico.

Dondoi et al (2006), analisando uma mistura de agua e acetonitrila, obtiveram
recuperagdes na faixa de 87 a 116% e 80 a 141% , para os inseticidas organofosforados
diclorvos e paraoxon, respectivamente. Os autores utilizaram biossensores impressos a base
de enzima AChE (ee). Em comparacdo, o trabalho aqui desenvolvido apresentou resultados
semelhantes, com boas recuperagdes. Contudo, convém ressaltar que a matriz em questdo
(arroz) possui caracteristicas diferentes daquela utilizada pelos autores.

Caetano e Machado (2008), analisando o pesticida carbaril em amostras de tomate in
natura, por meio da inibicdo da enzima AChE (eb), obtiveram recuperacdo de 83,4%. Neste
caso, 0 biossensor foi imerso diretamente na polpa do tomate, durante as medidas
eletroquimicas. Tal analise mostrou que, embora o carbaril tenha maior probabilidade de ser
encontrado na pele e ndo na polpa do tomate, o experimento mostrou que nao houve
interferéncia significativa da matriz nas medidas, em virtude da correlacdo entre as inibicdes
obtidas com solucGes do pesticida e com as amostras fortificadas com mesmo teor do
inibidor.

O mesmo foi verificado no presente estudo, contudo com extratos do arroz. Os
autores afirmam, ainda, que se a analise fosse realizada a partir do extrato obtido de amostras
de tomate fortificadas, a reprodutibilidade dos resultados das recuperacGes certamente
dependeria da etapa de extracdo do analito da amostra de tomate.

Comparando esta metodologia com a aplicada neste trabalho, pode-se dizer que o
sistema tem melhor eficacia na andlise de vegetais e frutas em geral, sendo que para a analise

de grdos tal metodologia ndo seria tdo adequada.
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CONCLUSOES PARCIAIS

Este trabalho mostrou a eficiéncia de um biossensor preparado com pasta de carbono
na determinacdo do inseticida organofosforado paration metilico, através da inibicdo
enzimética. O biossensor preparado com quatro tipos de enzimas mostrou-se bastante sensivel
para analise do pesticida em amostras de arroz in natura, apresentando grande exatiddo nos
ensaios de recuperagdo com enzimas AChE’s geneticamente modificadas obtidas da
Drosophila Melanogaster.

A técnica de imobilizacdo utilizada foi de fundamental importéncia, pois proporcionou
uma boa estabilidade da enzima, reduziu custos e diminuiu o0 tempo para o procedimento de
fixacdo da enzima no sensor. Esses fatores dependem principalmente da escolha apropriada
do suporte e dos reagentes utilizados nos procedimentos de imobilizacdo. O eletrodo de pasta
de carbono é uma composicdo de pé de grafite e de um liquido orgénico imiscivel em solucéo
aquosa. Esse eletrodo oferece versatilidade, baixo custo, modificagdo conveniente e facilidade
de renovacdo da superficie, 0 que em outros eletrodos nao é possivel.

Os limites de deteccdo encontrados mostraram que as enzimas geneticamente
modificadas foram mais sensiveis (LD= 0,001 pg.L™") em relagdo as enzimas AChE (ee) e
AChE (eb), que apresentaram limites de deteccdo de 10 e 0,05 pg.L™, respectivamente. A faixa
linear verificada foi de 0,01 a 1; 0001 a 0,1; 0,001 a 0,001 e 0,0005 a 0,01 mg.L™?, para as enzimas
AChE (ee), AChE (eb), AChE (Dros) B08 e B12. De acordo com a exatiddo, o método
apresentou recuperacdes médias de 103,9%; 101 %; 102,3% e 105,6 % para 0S sensores
preparados com as enzimas AChE (ee), AChE (eb), AChE (Dros) B08 e B12 respectivamente,
comprovando a eficiéncia do método de deteccdo do inseticida paration metilico em extratos
de arroz.

Pode-se concluir, finalmente, que a metodologia aplicada foi pratica e rapida,
permitindo que o biossensor construido com pasta de carbono modificada com enzimas a base
de acetilcolinesterases pudesse ser usado na determinacdo do inseticida paration metilico em
amostras de graos. Outros tipos de matrizes podem ser também testadas empregando o mesmo
sistema biossensor, e selecionado as enzimas que fornecem melhores resultados, no caso as
AChE’s mutantes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em comparacdo, os métodos cromatografico e amperométrico apresentam vantagens
distintas para analise do inseticida paration metilico em amostras de arroz. Como exemplo, 0
fato de ser possivel a analise do composto em niveis de concentracdo mais baixos entre uma
metodologia e outra. Os métodos cromatogréficos sdo os mais usados para deteccdo de
pesticidas em diversas matrizes, entretanto os sistemas cromatograficos exigem diversos
equipamentos, tais como detectores especificos, colunas, etc, a fim de se conseguir eficiéncia
nos testes, 0 que torna a técnica mais cara e em alguns casos ndao atendem a todos o0s
propositos investigativos.

Contudo, a técnica de microextracdo em fase sélida € uma alternativa para os métodos
de extracdo, pois € mais pratica e se adaptada ao equipamento para automatizagdo, o
procedimento se torna mais rapido, e ainda se diminui o contato do analista no preparo da
amostra.

Os biossensores amperomeétricos, por sua vez, sdo uma alternativa para os métodos
cromatograficos, considerando-se 0s quesitos custo e eficiéncia, ja que os meios de deteccédo
sdo baseados em sensores produzidos com material de custo reduzido e sua aplicacdo €
adaptada a uma grande quantidade de matrizes. Alem disso, 0s biossensores podem ser
facilmente portateis.

Assim, de acordo com os resultados do presente trabalho, podem-se direcionar tais
técnicas a outros tipos de matrizes, tendo em vista que a metodologia que emprega HS-SPME
é eficiente em uma faixa de concentracdo maior que 0s biossensores amperométricos, ou seja,
na matriz estudada, os biossensores foram mais sensiveis, mas requer um maior cuidado por

parte do analista na etapa de manuseio dos sensores, enzimas e demais biorreagentes.



