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Resumo

(1) Foi desenvolvido um método simples, de baixo custo, sensivel e seletivo
para a determinagdo de nitrito em queijo e carne curada. Foi empregada a técnica
de refletancia difusa na regido do ultravioleta-visivel. O método se baseia na
reagdo entre nitrito, a sulfadiazina e o naftol em meio basico. A reacao foi realizada
diretamente na célula de medicao. Para o queijo o limite de detec¢cao em termos de
NaNOQO, foi estimado em ca. 2,01 mg L! (2,91mol L'l). O desvio padrao relativo
variou de 5% a 8% dependendo da amostra. Os resultados do método foram
comparados com os do método oficial empregando o ¢ de Student e o teste F.

(2) O objetivo deste trabalho € propor um método que permita a analise de
pesticidas organofosforados por meio de um sistema com biossensor enzimatico
baseado na enzima acetilcolinesterase acoplado a técnica de inje¢do de andlise em
fluxo (FIA). A técnica FIA associada ao biossensor enzimatico mostrou-se como
uma ferramenta analitica para realizacdo de determinacdo dos pesticidas paraoxon,
clorpirifos, diclorvos e malation em procedimento de varredura. Para aumento dos
limites de detec¢do foi feita a oxidacdo desses organofosforados para a formagao
de compostos com maior poder inibitério da enzima acetilcolinesterase. A reacao
de oxidacdo foi realizada com 4gua de bromo, sendo este um procedimento
simples. Este método € especifico para inibidores da colinesterase, além de
apresentar excelente sensitividade, apesar de sua relativa simplicidade. Além disso,
¢ rapido e de baixo custo se comparado as técnicas geralmente utilizadas, como a
cromatografia.

(3) O método proposto para se realizar a determinacdo de metéxido de sédio é
simples e sensivel. O reagente empregado neste método é muito seletivo para
metéxido de sédio em presenca do hidréxido de sédio. O método desenvolvido
oferece vantagens tais como: utilizacio de pequenas quantidades de produtos

quimicos, confiabilidade, simplicidade e rapidez além de custo baixo.
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Abstract

(D We develop a simple, low cost, reliable and fast method of diffuse
reflectance ultraviolet-visible for the determination of nitrite in cheese and cured
meat. The method 1s based on the reaction between nitrite, sulfadiazine and
naphthol solution in basic medium. The reaction was performed directly in the
measuring cell. For cheese the limit of detection in terms of NaNO, was estimated
at ca. 2.01 mg L (2.91 mol L'™"). The relative standard deviations ranged from 5%
to 8% depending on the sample. The results of the method were compared with the
official method employing T Student test and F.

(2)  In this work, we developed a scanning method for the determination of
organophosphorus pesticides using a FIA procedure associated with an enzymatic
biosensor based on acetyl cholinesterase enzyme. The FIA technique associated
enzymatic biosensor showed up as an analytical tool for the determination of
pesticides such as, Paraxon Chlorpyrifos, Dichlorvos and Malathion. The limits of
detection of these organophosphorus compounds were increased by oxidation
reaction with adding of bromine water. The method is specific for the
cholinesterase inhibitors, having excellent sensitivity, and its simplicity.
Furthermore, it is fast and low cost compared to the commonly used techniques

such as chromatography.

(3)  The proposed method for the determination of sodium methoxide is simple
and sensitive. The reagent used in this method is very selective for sodium
methoxide even in the presence of sodium hydroxide. The method offers
advantages such as: use of small amounts of chemicals, reliability, simplicity and

cost effective.
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PARTE 1

NITRITO EM ALIMENTOS

Determinacio rapida de nitritos em alimentos utilizando o método da

refletancia difusa na regiao do UV-visivel






1 Introducao

1.1 O fenomeno da refletancia

A refletincia (G. Kortiim, 1969) € uma técnica espectroscOpica baseada na
relacdo entre a radiacdo refletida por uma superficie refletora e a radiacdo que
incide sobre ela. O fendmeno envolvido nesta técnica € a reflexdo. Esta consiste no
retorno da radiacdo apds ter atingido uma dada superficie (amostra) e ser
parcialmente absorvida (redug¢do da intensidade) por esta superficie. Quando a
radiacdo € direcionada para uma superficie, dois tipos de reflexao podem ocorrer: a
reflexdo regular e a reflexdo difusa. Caso os raios de luz refletidos mantenham o
mesmo paralelismo dos raios de luz incididos, isto €, no caso em que o angulo de
reflexdo € igual ao de incidéncia, o fendmeno recebe o nome de reflexdo regular ou
especular. Este fenOmeno ocorre em superficies lisas e polidas. Quando os raios
refletidos perdem o paralelismo, isto €, o angulo de reflexdo difere do angulo de
incidéncia, espalhando-se aleatoriamente em todas as dire¢des, o fendmeno recebe
o nome de reflexdo difusa. Superficies irregulares sdo responsdveis por este tipo de

reflex@o. Os dois tipos de reflexd@o estio representados na Figura 1.

Radiagdo Radiagdo , , ., . . . .
incidente incidente
Refletincia difusa Refletancia regular

Figura 1. Reflexao de raios de luz difusa e regular



1.2 CONSIDERACOES ACERCA DA REFLETANCIA DIFUSA

O desenvolvimento de métodos de andlise simples e rapidos € sempre
interessante. A espectrofotometria de refletincia difusa na regido das radiacoes
visivel e ultravioleta do espectro permite a andlise quantitativa direta de analitos
com o minimo de tratamento, com consequente diminui¢do na manipulacdo e no
uso de solventes organicos e de reagentes quimicos (Tubino et al., 2007; Tubino et
al., 1997; Lima et al., 2009; Weinert et al.,2007; Ribeiro et al., 2006; Gotardo et
al.,2004).

O uso da espectrofotometria de refletdncia como uma técnica analitica
quantitativa ¢ muito menos popular que a de transmissdo. A dificuldade na
preparacao homogénea das superficies refletoras do analito e o efeito do tamanho
de particula podem ser considerados como importantes fatores que contribuem
para o pouco uso desta técnica na analise quantitativa (Tubino et al., 1997; Lima et
al., 2009; Gotardo et al.,2004; Matias et al., 2003). No entanto, as medidas de
refletincia sdo rdpidas e ficeis de serem conduzidas (Tubino et al., 2007).

A espectrofotometria de refletancia é baseada nos fenOmenos que ocorrem
quando a luz atinge a superficie onde estd o analito. Ao incidir sobre um material, a
luz pode ser refletida, transmitida ou absorvida pelo mesmo. A intensidade e
ocorréncia destes fendmenos dependem da natureza do material e, também, do
comprimento de onda da luz usada. Materiais opacos nio transmitem qualquer
comprimento de onda e, portanto, apenas os fendmenos de reflexdo e absorcdo
estdo associados a eles. J4 os objetos translicidos refletem, transmitem e absorvem
luz (Skoog et al., 2002).

A refletincia € uma técnica espectroscopica baseada na relagdo entre a

energia luminosa refletida por uma superficie refletora e a energia luminosa que
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incide sobre ela. O fendmeno de reflexdo envolvido nesta técnica consiste no
retorno da radiacdo, sem alteracdo do comprimento de onda, apds esta ter atingido
a superficie.

O uso de espectroscopia de refletancia no visivel como técnica analitica foi,
durante certo tempo, quase que limitado a andlises qualitativas. Isto pode ser
entendido pelo fato do tamanho das particulas e a superficie da amostra, por
exemplo, afetarem o fendomeno de refletancia, dificultando a repetibilidade das
medidas. Por outro lado, andlises utilizando espectrofotometro, equipado com
acessorio de refletincia difusa com esferas integradoras, podem fornecer bons
resultados quantitativos de maneira simples e rapida (Tubino et al., 1997).

Em espectrofotometria de transmissdo, qualquer turbidez causada por
emulsdes, implica em uma interferéncia que ird prejudicar e até invalidar o
resultado da andlise. Tal situagdo pode ser facilmente contornada em processo de
refletancia (Gotardo et al.,2004).

Quando a radiacdo € direcionada para a superficie de uma amostra s6lida ou
em suspensdo numa solucdo, dois tipos de reflexdo da luz podem ocorrer: a
reflexdo regular (especular) e a reflexdo difusa.

Se os raios de luz refletidos mantém o mesmo paralelismo dos raios de luz
incididos, o fendmeno recebe o nome de reflexdo regular (ou especular). Este
fendOmeno ocorre em superficies lisas e polidas como, por exemplo, a de um
espelho ou de um lago calmo. A simetria com que a luz se reflete nestas superficies
resulta na formacgao de imagens dos objetos colocados diante delas.

Em medidas de refletancia, a leitura realizada pelo espectrofotometro é um
sinal da radiagdo refletida, também chamada de forca de reflexdo ou de refletancia,
Tk, a qual é andloga a transmitdncia em espectrometria de transmissdao. A
densidade 6ptica para medidas de refletancia € dada, analogamente a absorbancia,

por:



AR= - lOg TR

A refletancia, Ty, € dada por:

TR =I/Io

sendo I, a intensidade de energia incidente e I a intensidade de energia refletida
pelo meio.

Os resultados das medidas de refletincia dependem das condicdes do
experimento, principalmente do comprimento de onda da radiacdo incidente, do
angulo de incidéncia e do tamanho das particulas refletoras.

Como a maioria dos materiais apresenta estruturas irregulares, a
espectroscopia de refletancia difusa acaba sendo mais empregada e explorada do
que a de refletancia especular. A espectroscopia de refletancia difusa é empregada
quando o fendmeno de espalhamento da luz € muito pronunciado, o que
geralmente ocorre em espécies solidas ou em suspensdo com dreas superficiais
elevadas, nas regides do infravermelho, do visivel e do ultravioleta (Tubino et al.,
1997).

As amostras de produtos alimenticios envolvidos neste estudo se enquadram
perfeitamente nesta descri¢do, tanto com relagdo aos queijos como com relacdo as
carnes, 0s uais se encontravam em suspensao ou em suas respectivas formas
sOlidas, o que resultou na deteccdo de caracteristicas superficiais irregulares. Essas
caracteristicas implicam em dois fendmenos de interesse na quantificacdo de
analitos nos alimentos estudados: a absorcao e a reflexdo. Parte da amostra
analisada absorve a radiacdo incidente e, simultaneamente reflete outra parte dessa
radiacdo com um espalhamento significativo desses raios de luz pelas amostras,

como mostra a Figura 2.



Radiagdo Incidente

Refletancia Difusa
-t .

S

Amostra

Absorgido

Figura 2. Esquema da radiacdo incidente e a radiag¢do absorvida e refletida de

forma difusa, caracteristica de produtos alimenticios.

Quanto maior o espalhamento da luz incidente maior € a queda do sinal
analitico. Superficies muito irregulares tendem a espalhar mais a luz refletida o que
diminui a intensidade do sinal luminoso que chega ao detector, levando a menor
sensibilidade (Alves et al., 2004; Soares et al., 2008). Se a superficie apresentar
cor, o que € funcdo da quantidade de substincia colorida absorvente, dependendo
do comprimento de onda utilizado, a absor¢do de luz também estard relacionada
com a concentracdo dessa substancia (Tubino et al., 2007; Tubino et al., 1997,
Lima et al., 2009; Weinert et al., 2007; Ribeiro et al., 2006; Gotardo et al., 2004;
Matias et al., 2003).

O modelo tedrico de Kubelka e Munk para o fenomeno de refletancia foi
desenvolvido para descrever em termos quantitativos, e de um modo relativamente
simples, a intensidade de luz refletida por uma superficie (Tubino et al., 2007).

A teoria de Kubelka-Munk trata de modo simples os processos que ocorrem
quando a luz incide sobre um material (absorcdo, reflexdo e transmissdo),
estabelecendo que o material absorve parcialmente a luz que recebe, sendo o
restante refletido. A proporcdo de luz absorvida depende do coeficiente de

absorcdo do material (K) e a de luz refletida depende do fator de dispersao do



material (S). O fundo sobre o qual se situa a amostra que estd sendo observada (se
¢ transparente ou translicido) e a espessura da amostra (densidade de
empacotamento) exercem influéncia sobre os pardmetros K e S.

Kubelka e Munk deduziram uma equagdo que permite obter a seguinte

relacdo entre a luz refletida (Tg) e os coeficientes de absor¢ao (K) e de dispersao

(S):

(I-Tz)’ _K

f(TR)= ZTR S

Como K possui uma relagao linear com a concentracdo (K = exC, sendo ¢ a
absortividade molar da amostra) é possivel escrever a acima em func¢do da

concentracao:

(1-T,) &xC
2T, S

A aplicacdo da Equacdo de Kubelka-Munk estabelece uma relacdo linear
entre a concentracdo da amostra e a funcdo (f(Tg)) para concentracdes altas e
moderadas. No entanto observa-se desvio de linearidade para baixas
concentragdes. Em virtude disto, muitas vezes, as curvas de calibracdo sao obtidas
de forma a se ter um resultado com boa linearidade, isto €, constroem-se o0S
graficos que relacionam, por exemplo, log (Tg — Tg’) vs. 1/C (onde Ty é a
refletancia da amostra e Tg’¢€ a refletancia do suporte utilizado).

E bom ressaltar que a validade da equacio de Kubelka-Munk envolve

aproximacdes, uma vez que considera o valor de refletancia da referéncia igual a 1.



1.3 Nitritos

O anion nitrito (NO,") € amplamente utilizado no processo de cura de carnes
em concentracdes entre 150-200 mg kg e de até 5 mg kg para queijos, pois o
mesmo além de inibir a proliferacdo de microrganismos, promove o incremento e
fixacdo da cor e o desenvolvimento de sabores caracteristicos (Damodaran et al.,
2010).

Os nitritos podem reagir no estbmago com aminas secunddrias ou terciarias
e amidas presentes em alimentos, como queijos ou carnes, originando compostos
cancerigenos como as nitrosoaminas, podendo culminar em diferentes problemas
de saude (Kirovska-Cigulevska, 2002; Topcu et al., 2006). Todavia, o uso de sais
de nitrito na cura de carnes tem seu uso justificado pela capacidade antimicrobiana,
em especial quando existe a possibilidade do crescimento de Clostridium
botulinum, que estd associado a graves casos de contaminacdo alimentar. Sais de
nitrito também t€m ocorréncia natural em muitos alimentos incluindo vegetais
como, por exemplo, o espinafre (Damodaran et al., 2010, Merusi et al., 2010)

Ao longo dos ultimos anos tem se observado um crescente interesse no
tocante a determinacdo dos niveis de nitrito em produtos alimentares (Simion et
al., 2008). Trabalhos tém sido publicados envolvendo a determinagdo de nitrito por
diferentes técnicas analiticas (Moorcroft et al., 2001), no entanto, nem todos os
métodos sdo adequados para determinacdes rotineiras. Os métodos
espectrofotométricos  sdo  largamente  empregados  (Pandurangppa &
Venkataramanappa, 2011; Rinco et al., 2003; Liu et al., 2011) em funcio da
rapidez e baixos limites de detec¢dao, mas podem gerar residuos de dificil descarte.
Podem ser citados ainda, eletroforese capilar (Merusi et al., 2010; Jastrzebska
2011), voltametria (Shariar & Hinoue 2010) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Akyuz& Ata, 2009).



Os métodos que empregam a refletdncia difusa na regido do
ultravioleta-visivel sao menos populares do que os de transmitincia. A dificuldade
na preparacdo de superficies refletoras homogéneas do analito pode ser
considerada um fator importante que contribui para o pequeno emprego desta

técnica na andlise quantitativa (Matias et al., 2003).

1.4  Objetivo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de refletancia difusa na
regido do ultravioleta-visivel que seja simples, confidvel e rdpido, para realizar a
determinacdo de nitritos em alimentos. O problema relacionado com a superficie
foi resolvido do gracas a geracdo da cor diretamente na cela de medi¢do em que a
matriz do analito fica suspensa. A rea¢do analitica ocorre diretamente na cela de
medicdo, imediatamente apds a mistura, utilizando-se pequenos volumes da
solu¢do do analito, e pequenos volumes dos reagentes e das demais solugdes. O
desempenho do método desenvolvido foi validado em termos de seletividade,

linearidade, exatidao, precisdo e de impacto ambiental.
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1.5 Experimental

1.5.1 Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. A 4dgua
empregada no preparo de solugdes foi destilada empregando-se destilador de vidro.
As amostras de queijos curados e salsicha do tipo Viena e Italiana foram adquiridas

no comércio local da cidade de Campinas — SP - Brasil.
1.5.2 Solucoes empregadas no método AOAC para queijo
1.5.3 Solucao de acido sulfanilico

Acido 4-aminobenzeno sulfénico (C¢H7NO3S), massa molar 173,19 g mol™:
foram dissolvidos 2,1 g do acido sulfanilico em uma solucdo aquosa de acido
acético (CH3;COOH) com concentracao igual a 15% v/v perfazendo 250,0 mlL.
Para a dissolugdo foi utilizado banho de dgua quente 2 aproximadamente 50 °C,
obtendo-se uma concentragio final igual a 4,85 x 10> mol L™
1.5.4 Solucio de cloridrato de 1-naftilamina

Cloridrato de 1-naftilamina (C,,H;NH;Cl), massa molar 179,65 g mol™":

foram dissolvidos 0,521 g de cloridrato de 1-naftilamina em 30 mL de dgua. Para a

dissolugdo foi utilizado banho de dgua a aproximadamente 50 °C.
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1.5.5 Reagente NC

As duas solucdes acima, 1.5.3 e 1.5.4, foram misturadas ainda quentes. A
solucdo final foi filtrada em papel de filtro qualitativo quando necessdrio. Esta
solu¢do foi preparada semanalmente. A concentracdo final obtida foi igual a
9,67x10> mol L. O armazenamento foi feito em frasco de vidro Ambar e a

solugdo foi mantida sob refrigeracao.

1.5.6 Solucao de sulfato de zinco

Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSQO,.7 H,0O), massa molar 287,53
g mol™: foram dissolvidos 120,0 g de sulfato de zinco hexahidratado em dgua e
completou-se o volume para 1000 mL em baldo volumétrico, obtendo-se assim a

concentracio final igual a 0,42 mol L™
1.5.7 Solucao de hidréxido de sodio

Hidroxido de s6dio (NaOH), massa molar 40,00 g mol™: foram dissolvidos
2,0 g de hidréxido de s6dio em 100,0 mL de 4gua, obtendo-se assim a
concentragdo final igual a 0,5 mol L' (2 % m/v).
1.6 Solucoes empregadas no método AOAC para carne curada

1.6.1 Solucao de sulfanilamida

Sulfanilamida (C¢HgN,0,S), massa molar 172,20 g mol™': foram dissolvidos

0,50 g de sulfanilamida (CsHgN,O,S), em uma solucdo aquosa de 4cido acético
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(CH3COOH) 15 % (v/v) perfazendo 150,0 mL obtendo-se assim a concentragao
final igual a 1,9 x 10” mol L. Quando necessdrio, a solucdo final (preparada
semanalmente) foi filtrada. O armazenamento foi feito em frasco de vidro ambar,

mantendo-se sob refrigeracao.

1.6.2 Solucao de N-1-naftil dicloridrato de etilenodiamina (reagente NED)

N-1-naftil dicloridrato de etilenodiamina (C;,H;4N,.2HCl), massa molar
259,18 g mol": foram dissolvidos 0,20 g em uma solugdo aquosa de dcido acético
(CH5;COOH) 15 % (v/v) perfazendo 150,0 mL, obtendo-se assim a concentragao
final igual a 5,1 x 10° mol L. Sempre que necessdrio esta solucdo foi filtrada. O

armazenamento foi feito em frasco de vidro Ambar, mantendo-se sob refrigeracao.

1.6.3 Solucao padrao de nitrito

Nitrito de s6dio (NaNO,), massa molar 68,995 g mol™: (A) Solucao de
NaNO, (estoque) com concentracdo igual a 1000 ppm (1,45 x 10 mol L) - foi
dissolvido 1,00 g de NaNO, em dgua e realizada a dilui¢do até 1000 mL num balédo
volumétrico; (B) solucdo com concentracdao de NaNO, intermedidria (100,0 mg
L") - foram diluidos 10,0 mL da solugio estoque em dgua a 100 mL em baldo
volumétrico; (C) Solucdo de NaNO, de trabalho (1,45 x 10 mol L") - foram
diluidos 1,0 mL da solu¢do de concentracdo intermedidria para volume final igual

al00 mL, empregado-se baldo volumétrico.

1.6.4 Solucao de sulfato de zinco (mesma do método para determinagdo de

queijo item 1.5.6)
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1.7.0 Solu¢oes empregadas no método de refletancia difusa para queijo e carne

curada

1.7.1 Solucao de sulfadiazina

Sulfadiazina (C;oH;(N4O,S), massa molar 250,28 g mol ™" foram dissolvidos
0,125 g de sulfadiazina em 8,5 mL de acido cloridrico concentrado. A solugdo
obtida foi transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL e diluida com 4gua
destilada até 50,0 mL (C= 1,0 x 10°mol L™).
1.7.2 Solucao de a-naftol

a-naftol (C,oHgO), massa molar 144,17 g mol L 1. foi dissolvido 0,01 g de
a-naftol em 10,0 mL de etanol. Esta solucdo foi diluida com dgua destilada até a
marca de 50,0 mL, obtendo-se assim a concentragdo final igual a 1,4 %107 mol L.

1.7.3 Solucao padrao de nitrito

Nitrito de sédio (NaNO,), foi empregada a mesma solu¢do estoque

preparada (item 1.6.3).
1.7.4 Solucao de hidréxido de sodio
Hidréxido de s6dio (NaOH), massa molar 40,00 g mol™': foram dissolvidos

2,0 g de hidréxido de sédio em 100,0 mL de 4gua, obtendo-se assim a

concentracdo final igual a 1,0 mol L' (4 % m/v).
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1.8 Equipamentos

Foi empregado um espectrofotometro Femto 600, com celas de quartzo com
caminho Optico igual a 1,0 cm, para realizar as medidas de absorbancia (em
processo de transmissdo). As medidas de refletincia foram realizadas em
refletdmetro construido no laboratério, equipado com um diodo emissor de luz
vermelha (“LED”) como fonte de luz e um “LDR” (“light dependent resistor’)
como detector (Figura 4) (Tubino & Souza, 2006; Matias et al. 2004).

Figura 3. Refletdmetro desenvolvido no laboratério: A- fotografia externa do

aparelho; B- Fotografia interna do aparelho mostrando a camara de refleccdo, o
LED (light emitter diode), que esta conectado com seis baterias 1.5 Ve o LDR
(light dependent resistor, cuja resisténcia em ohm € medida em um multimetro); C-

celas para reacdo e leitura, feitas de PTFE branco, colocadas sob o refletometro.

1.9 Analise de nitrito em amostras de queijo Prato por espectrofotometria
(AOAC)

Foram removidos quaisquer residuos de cera das amostras. A seguir as
amostras de quijo (100 g) foram picadas, adiciono-se dgua (200 mL) e triturou-se

em liquidificador. Uma aliquota de aproximadamente 30,0 + 0,1 g foi retirada e
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colocada em béquer de 200 mL. Adicionoram-se 70,0 mL de dgua e aqueceu-se a
50°C, agitando-se ocasionalmente. Entdo, foram adicionados 10,0 mL da solugdo
de sulfato de zinco e 12,0 mL da solucdo 2% de NaOH (m/v). A temperatura foi
mantida em aproximadamente 50°C, durante 10 minutos, agitando-se
ocasionalmente. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente, empregando-se
um banho de agua e transferida para um baldo de 200 mL, sendo seu volume
completado com dgua e agitou-se vigorosamente. A solucdo resultante foi filtrada
em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi transferido para um baldo de 250 mL e
completou-se o volume com dgua. Em baldes volumétricos de 50 mL, foram
colocadas diferentes quantidades (10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 45,0 mL) da amostra e
em seguida adicionou-se 10,0 mL do reagente NC. O volume foi completado com

agua. Foram feitas medidas de absorbancia a 540 nm (Horwitz, 2005a).

1.9.1 Curva analitica

Para o preparo das solugdes utilizadas na curva analitica foram adicionados
0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mL da solucado padrao estoque do
nitrito (item 1.6.3) em baldes volumétricos de 50 mL. Em seguida, foram
adicionados 10 mL do reagente NC homogeneizando-se a solu¢dao e completando-
se 0 volume com dgua. A solugdo foi mantida em repouso por 25 minutos. A leitura
de absorbancia foi feita em 520 nm. A curva analitica foi construida a partir de 0,1;

0,15; 0,20; 0.25; 0,30 mg mL"! de NaNO; na soluc¢do final de medida.

1.9.2 Anadlise de nitrito em amostras de queijo por refletancia difusa

Cerca de 100 = 0,10 g de queijo foram cortados em pedagos pequenos,

adicionou-se 20,00 £ 0,01 g de dgua e triturou-se em liquidificador. Foram
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transferidos 60 g da suspensdo obtida para um béquer de 250 mL, adicionaram-se
70 mL de agua e aqueceu-se a 50 °C. Em seguida, foram adicionados 10 mL da
solucdo de sulfato de zinco (C= 0,42 mol L'l), além de 12,0 mL da solugdo de
NaOH (C= 1,0 mol L'"). Esta mistura foi diluida com agua até volume final igual a
250 mL em baldo volumétrico. Em seguida, foi transferida uma aliquota de 0,3 mL
a uma cela de reac@o e de medida, feita em PTFE (politetrafluoretileno). Por fim,
foram adicionados: 0,3 mL da solucao de sulfadiazina, 0,3 mL da solu¢ao a-naftol
e 0,8 mL da solucdo de NaOH (C= 1,0 mol L™"). A medida de refletancia foi feita

com o refletdmetro portatil.

1.9.3 Curva analitica

A partir da solugdo padrio intermedidria de nitrito de sédio, 100,0 mg L™
1,00, 3,00, 5,00, 10,0 e 15,0 mL da solugdo de nitrito foram adicionados a baldes
volumétricos de 50,00 mL e o volume foi completado com agua. As concentracdes
obtidas foram respectivamente: 0,50, 1,50, 2,50, 5,00 e 7,50 mg L', Foram
adicionados em diferentes celas de PTFE 0,300 mL de cada uma destas solugdes,
0,300 mL de solucao de sulfadiazina, 0,300 mL da solucdo a -naftol e 0,800 mL de
solucdo de NaOH (1,0 mol L™). O volume foi completado para 2,00 mL com 4gua
usando uma micropipeta. Depois de misturar suavemente, utilizando um bastao de
vidro, as solucdes foram mantidas em repouso por 10 minutos a fim de

desenvolver a cor. A refletancia foi medida com o refletdmetro portatil (Matias et

al. 2003).
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1.9.4 Analise de nitrito em amostras comerciais de salsicha por
espectrofotometria (AOAC)

Foram misturados 5,00 + 0,01 g de salsicha cortada em pequenos pedacos
num recipiente de 500 mL. Em seguida, foram adicionados 40,0 mL de 4gua
aquecida a 80 °C, agitando-se cuidadosamente com um bastdo de vidro. A mistura
foi transferida para um béquer de 500 mL, sendo que o recipiente e o bastdo foram
lavados cuidadosamente com aliquotas sucessivas de &4gua quente, que foi
recolhida no baldo, num total de aproximadamente 300 mL. O béquer foi colocado
num banho na temperatura de 80 °C por 2 horas, com agitacdo ocasional. Em
seguida, resfriou-se a mistura a temperatura ambiente, transferiu-se para um baldo
de 500 mL e completou-se o volume com dgua. Em casos em que foi observada
turbidez, a solucdo foi filtrada com papel de filtro qualitativo. Aliquotas de 10,0,
20,0, 30,0 40,0 45,0 mL foram colocadas em baldes de 50 mL. Foram adicionados
2,5 mL da solu¢do de sulfanilamida em cada baldo. Apés 5 minutos, foram
adicionados 2,5 mL do reagente NED, e completou-se o volume para 50 mL.
Aguardou-se 15 minutos até o desenvolvimento de cor. Realizou-se a leitura em
540 nm contra um branco obtido a partir de solu¢cdao preparada com 45,0 mL de
agua, 2,5 mL do reagente sulfanilamida e 2,5 mL do reagente NED (Horwitz,
2005b).

1.9.5 Curva analitica

Para o preparo das solucdes utilizadas na curva analitica adicionou-se 5,0;
7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5; 20,0; 30,0 e 40,0 mL de solucdo de trabalho de nitrito
(1,45 x 10° mol L™) para baldes volumétricos de 50 mL. Adicionaram-se 2,5 mL
de reagente NED, misturou-se e completou-se o volume. As leituras foram feitas

em 540 nm apds 15 minutos de repouso. A curva analitica foi construida medindo a
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absorbancia de solu¢des contendo 0,1; 0,15; 0,20; 0.25; 0,30 mg mL"' de NaNO,

na soluc¢ao final de leitura.

1.9.6 Analise de nitrito em amostras de salsicha por refletincia difusa

Foram triturados num liquidificador aproximadamente 30,0 + 0,01 g de
salsicha cortada em pequenos pedacos e 50 mL de dgua. Em seguida 6,0 +£ 0,01 g
desta mistura foram transferidos para um béquer de 250 mL. Adicionou-se 40 mL
de dgua e aqueceu-se a 80°C. Adicionou-se mais cerca de 150 mL de dgua e
aqueceu-se a 80°C por duas horas. Transferiu-se para um balio de 250 mL e
completou-se o volume com dgua. Em seguida, foi retirada uma aliquota de 0,300
mL e colocada dentro da cela de refletincia de PTFE. Adicionou-se 0,300 mL da
solucdo de sulfadiazina, 0,300 mL da solucao de a-naftol e 0,800 mL da solugdo de
NaOH (1,0 mol L™). Esperou-se 15 minutos e realizou-se a leitura no refletdmetro

portatil.

1.9.7 Curva analitica

Para o preparo da curva analitica observou o mesmo procedimento para a
andlise de queijo (item 1.9.5). A partir da solugdo padrao intermediaria de nitrito de
sodio, 100,0 mg L, 1,00, 3,00, 5,00, 10,00e 15,00 mL da solugdo de nitrito foram
adicionados a baldes volumétricos de 50,00 mL e o volume foi completado com
agua. As concentracdes obtidas foram respectivamente: 0,50, 1,50, 2,50, 5,00 e
7,50 mg L. Foram adicionados em diferentes celas de PTFE 0,300 mL de cada
uma destas solugdes, 0,300 mL de solucdo de sulfadiazina, 0,300 mL da solucao
a-naftol e 0,800 mL de solu¢cdo de NaOH (1,0 mol L. O volume foi completado

para 2,00 mL com 4gua. Depois de misturar suavemente, utilizando um bastio de

19



vidro, as solucdes foram mantidas em repouso por 10 minutos até que surgisse a

cor. A refletancia foi medida com o refletdmetro portatil (Matias et al. 2003).

1.10 Resultados e Discussao

O método de refletancia difusa proposto envolve a reacdo de diazotagdao
entre o nitrito e a sulfadiazina, seguido pelo acoplamento em meio alcalino com o
a-naftol, resultando na obtencdo de uma substincia vermelha. Uma vantagem da
utilizacao de sulfadiazina se refere estabilidade das suas solucdes em comparagdo
com as dos reagentes empregados no método oficial. Além disso, no método
proposto sdo utilizados sufadiazina, a-naftol, hidroxido de sédio e sulfato de zinco,
enquanto que no método oficial sdo necessarios dcido sulfanilico, cloridrato de
1-naftilamina, sulfato de zinco, sulfanilamida, N-1-naftil etilenodiamina e o
hidréxido de sédio. O esquema da reacdo de formacdo das espécies azo coloridas

estd indicado na Figura 4.
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Figura 4. Sequéncia reacional para a formacdo do composto de cor vermelha.

No caso do método AOAC, a absorbancia do composto azo de cor vermelha foi
medida no espectrofotometro em 540 nm, empregando-se celas de quartzo com
caminho 6ptico igual a 1,0 cm.

A curva analitica obtida para amostras de queijo € descrita pela equacdo de

primeira ordem

A =0,00591 + 0,599 C, (R=0,9995)
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Onde C é a concentragdo de nitrito em mg L' na solugio e A é a
absorbancia medida em 520 nm. O limite de deteccao, LOD, na solugdo era igual a
1,2x 107 mg L (1,7 x 107 mol L"), o que significa 4,7 x 10 mg kg™ (6,8 x 107
mol L") de nitrito, enquanto que o limite de quantificagdo, LOQ, na solugio era
igual a 3,6 x 10° mg L™ (5,1 x 107 mol L™), o que corresponde a um valor igual a
0,14 mg kg' (2,0 x 10° mol kg') de nitrito no queijo. A curva analitica foi
construida a partir desde um valor de concentracio igual a 0,1 mg mL", o que é
equivalente a 1,5 x 10° mol L™, até um valor de concentracdo igual a 0,3 mg mL"
(4,5 x 10° mol L") de NaNO, em solucdo.

No caso da salsicha, foi obtida a seguinte curva analitica:

A=0,0149 + 0,583 C, (R=0,9997),

em que C, da mesma forma que discutido anteriormente, corresponde a
concentracio de nitrito em mg L (na solucdo de medigio final), enquanto que A é
a absorbancia em 540 nm. O limite de deteccdo LOD, que foi obtido para a solucdo
eraigual a 1,3 x 10" mg L™ (1,9 x 107 mol L™), o que significa 5,2 x 10* mg kg™
(7,6 x 107 mol L'l), sendo que o limite de quantificacdo, LOQ € de 3,8 x 10 mg
Lt (5,5 x 107 mol L'l), o que significa 0,16 mg kg'1 (2,3 x 10°° mol kg'l) de nitrito
na salsicha. Foram empregadas diferentes solu¢des de NaNO,, cujas concentragdes
variavam de 0,1 mg mL" (1,5 x 10° mol L") até um valor igual a 0,3 mg mL"
(4,5 x 10 mol L'l)], para se obter a curva analitica.

A curva analitica que foi obtida, no caso da salsicha, ao se empregar o

refletobmetro construido no laboratério, é descrita pela equagao:
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p=99,36 + 42,86 C, (R =0,9983),

em que p € a resisténcia (L), do detector dependente de luz (LED), e C € a
concentracio de nitrito em mg L™ na soluc¢do. O valor do LOD calculado era igual
a20x10>mg L' (2,9 x 107 mol L), o que significa 0,13 mg kg de nitrito
(1,9 x 10 mol kg'l). O limite de quantificacdo, LOQ, era ca. 6,0 x 102 mg L!
(8,7x 107 mol L"), o que significa 0,39 mg kg™ de nitrito (5,7 x 10° mol kg de
salsicha.

A curva analitica obtida para o queijo foi descrita pela seguinte equagdo que,
como esperado, estd muito proxima a obtida para as amostras de salsicha (descrita

acima), sendo

p=102,83 + 48,63 C, (R =0,9985),

Onde p € a resisténcia (€2), do detector dependente de luz (LED), e C € a
concentracio de nitrito em mg L™ na solucdo. O valor do LOD foi estimado em
cerca de 2,0 x 10 mg L! (2,9 x 10”7 mol L'l) na solucdo e 0,17 mg kg'1 nitrito (2,5
x 10-6 mol kg™). OLOQ e 6,0 x 10 > mg L (8,7 x 107 mol L"), o que significa
0,51 mg kg de nitrito (7,4 x 10° mol kg) de queijo. Os resultados obtidos na

determinacao de nitrito estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1. Comparacdes entre os resultados obtidos para os métodos proposto € o

oficial, empregando-se o teste t de Student e o teste F de Snedecor.

AOAC | £SD | £RSD | Proposto | £SD | £RSD

Amostras® L | mg L | mg teae” | Featd'
mg kg B % mg kg § %
kg kg

1 2,68 0,09 3.4 2,52 0,19 75 | 0,57 4,46
2 2,36 0.10 4,2 2,25 0,18 80 | 043 324
3 2,49 0,10 4,0 2,38 0,12 50 | 0,76 1,44
Média 3.9 Média 6,9 | 0,59 3,05
4 18,0 0.2 1,1 17,8 0,7 3,9 1,37 123
5 15,3 0,2 1,3 15,2 0,6 3,9 1,73 16,0
6 16,4 0,2 1,2 15,9 0,8 50 | 1,47 14,1
Média 1,2 Média 4,3 1,52 14,1
7 10,1 0,2 2,0 9.8 0,6 6,1 1,32 16,0
8 9,22 0,1 1,1 9,1 0,5 5.5 1,00 14,8
9 12,2 0,1 0,8 12,1 0,4 3.3 1,19 16,0
Média 1,3 Média 5,0 | 1,17 15,6
Média total 2,1 Média total 54 1,09 10,9

‘Amostras: 1 a 3, aliquotas de queijo tipo prato; 4 a 6, aliquotas de salsicha tipo

Viena; 7 a 9, aliquotas de salsicha italiana;” a quantidade de determinacdes por

amostra € igual a 3; graus de liberdade v = 4 = (n;+ n,-2); nivel de confianca=

95%; valor de ¢ tabelado = 2,78 ; valor de F tabelado= 19,0 (Skoog et al. 1996).
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1.11 Efeito da concentracao do hidréxido de s6dio na reacao.

No presente trabalho também foi avaliado o efeito da concentracdo de
hidréxido de s6dio na reacdo envolvida no método proposto. Foram avaliados
diferentes volumes da solucdo de hidréxido de sédio (1,0 mol L™), cujos valores
variaram na faixa de 0,1 a 0,8 mL, ou seja, a partir de 0,5 mol L'a1,0mol L' de
NaOH na solucao final. As investigacoes mostraram que os valores de refletancia
eram maximos e constantes com relacdo a faixa de 0,8 a 1,0 mL de NaOH o que
significa concentragio 0,4 mol L™ na solucdo final. Portanto, para se realizar a
analise, foi adotado o volume de 0,8 mL da solucio de NaOH de concentracao

igual a 1,0 mol L™

1.12 Efeito da duracio da reacio

A refletancia foi medida apds diferentes intervalos de tempo depois da
mistura dos reagentes com a amostra. Observou-se que nio ha um aumento
significativo da intensidade do sinal ap6s 10 minutos, a temperatura ambiente, de
modo que este tempo foi escolhido para se realizar a anélise posterior. A espécie
colorida formada apresenta, em relac@o a cor, estabilidade suficiente a temperatura

ambiente para que possa ser aplicado o método analitico (mais do que 1 hora).

1.13 Conclusoes

O método proposto para a determinacdo do nitrito € simples, sensivel e de
rdpida execucdo, dispensando-se a necessidade de filtragdo. O reagente utilizado
nesse método apresenta como vantagens com relacdo ao analito, elevadas

sensibilidade e seletividade. O método desenvolvido ndo envolve quaisquer
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condi¢des severas, sendo vantajoso em termos da elevada estabilidade da cor (mais
do que 1 semana), enquanto que o LOD e LOQ sdo equivalentes para ambos os
metodos, ou seja, o oficial (AOAC) e o da reflectancia. O novo método foi
aplicado com sucesso para se realizar a determinacao de pequenas quantidades de
nitritos em amostras de queijo (tipo prato) e carnes (embutidos). O dispositivo €
portatil e apresenta facil manipulacdo, sendo que sua constru¢do € muito simples e
de baixo custo. Considerando-se a confiabilidade, a simplicidade e a rapidez de tal
método, este pode ser sugerido para se realizar as quantificacoes de nitrito em

amostras de queijo e de carne curada.
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(II) PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Método de varredura por FIA enzimatico, com detec¢ao condutivimétrica,

para a determinacao de pesticidas organofosforados
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2. Introducao

2.0  Analise por injecao em fluxo (FIA)

A andlise por injecdo em fluxo € um processo analitico automatizado ou
semi-automatizado, que consiste na inser¢ao seqiiencial de aliquotas discretas de
solugdes da amostra em um fluxo liquido nao-segmentado, com subseqiiente
deteccdo do analito (Stewart., 1981; Decuir et al., 2007). Tal técnica objetiva a
mecanizagdo da andlise quimica, através da introdugdo da solu¢do da amostra em
um fluido transportador, ndo segmentado, o qual conduz a amostra em dire¢dao a
cela de deteccdo. E possivel, ao longo do processo analitico, receber reagentes e
passar por etapas de processamentos, tais como: separagdes, dilui¢des, extracao,
liquido-liquido, pré-concentracdo etc. (Ruzicka & Hansen, 1975; Kronka et al.,
1997).

Pode-se dizer que a andlise por injecio em fluxo € uma técnica de
automacdo que combina essencialmente trés principios: injecdo de amostra,
dispersdo controlada da amostra e a reprodutibilidade no tempo dos eventos. O
volume injetado, a vazdo do carregador e o tempo de residéncia sdo parametros
que afetam a dispersdao da amostra. A extensdo da dispersdo da amostra é muito
importante no desenvolvimento de um método FIA, pois se relaciona diretamente
com: a sensibilidade, a frequéncia de amostragem e o grau de mistura entre os
reagentes (Reis et al, 1989; Reis., 1996; Zagatto et al., 1999; Mohr et al, 2009 ).

Em 1975, Ruzicka e Hansen publicaram o primeiro artigo de uma sua série
classica de publicacdes sobre a andlise por injecdo em fluxo, introduzindo a
terminologia “FIA” (“Flow Injection Analysis”) para o processo. Neste artigo

(Ruzicka & Hansen., 1975) foi utilizado o conceito de andlise em fluxo nao-
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segmentado que foi demonstrado pela: (i) técnica de titulacdo dacido-base
colorimétrica, empregando-se o alaranjado de metila como indicador; (ii)
determinacdo de fosfato pelo método do azul de molibdénio; (iii) determinagdo
potenciométrica da amonia. Para se promover o fluxo das solu¢des foi utilizada
uma bomba peristéltica, enquanto que a injecdo das aliquotas foi realizada com
seringas e agulhas hipodérmicas. Foi obtida uma elevada frequéncia analitica (200
amostras por hora), com desvio padrao relativo em torno de 1%.

Tubino e Barros (Tubino & Barros.,1991) em 1991 construiram um injetor de
valvula rotatdria, semelhante ao empregado por (Bergamin et al., 1980), tendo
sido empregado o “P.T.F.E. grafitado”, para uso num sistema fortemente oxidante
(solugio saturada de dicromato de potéssio com dcido sulfirico 6 mol L™), além de
solucdes dcidas ou alcalinas concentradas que provocam a degradacdao das
borrachas de vedagao (polibutadieno) das valvulas com material acrilico.

Os sistemas em fluxo possibilitam a avaliacdo direta de alguma propriedade do
analito na amostra injetada, mas também podem fazer uso de reacoes quimicas ou
enzimaticas onde ocorre a conversao da espécie quimica de interesse em outra com
propriedades mais favoraveis com relagdo a determinacao. Os métodos envolvendo
e reatores enzimdticos t€m sido empregados com esta finalidade. A partir de
reacOes enzimaticas, ha formacdao de novas espécies a serem detectadas (Reis.,
1996).

Os sensores sao modificados com material biologico que se encontra ligado
intimamente as superficies de um transdutor (Marques e Yamanaka., 2008), sendo
plenamente compativeis com os reatores enzimdticos € com os sistemas de fluxo
(De La Guardia., 1995). Quando o material que modifica a superficie ¢ uma
enzima, estes sensores sdo denominados biossensores enzimdticos (Marques e
Yamanaka., 2008), propiciando o desenvolvimento de anélises rapidas, simples e

especificas, além de possibilitar economia no tocante as quantidades dos reagentes
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(Reis., 1996). Para se realizar o preparo de biossensores para pesticidas, pode ser
empregada uma variedade de enzimas, tais como: colinesterase, tirosinase, colina
oxidase, glicose oxidase, entre outras (Trojanowicz., 2002). No caso da deteccdo
de compostos organofosforados, pode ser empregada a acetilcolinesterase (AChE)
(Deo et al., 2005), conferindo resultados satisfatorios (Schulze et al, 2003; Kok
Hasirci., 2004; Shi et al., 2006).

No presente trabalho, o sistema FIA utilizado contem uma cela de

permeagao gasosa através da qual o 4cido acético, proveniente de uma reagao
enzimdtica, permeia, podendo ser obtido o sinal analitico através de sua detecgdo.
O emprego de membranas de difusdao gasosa tem sido usado em sistemas FIA
proporcionando um aumento de seletividade, uma vez que apenas algumas
espécies sdo suficientemente voldteis a temperatura ambiente (Lazaro, et al.,
1988).
As membranas podem ser usadas em FIA para se transferir certos compostos
volateis a partir de um fluxo doador (amostra), para um fluxo receptor (detector). O
gds absorvido pelo receptor resulta em alteracdo do seu pH, podendo ser medido,
por exemplo, condutimetricamente, situacdo em que o sinal analitico se baseia na
mudanca de condutividade da fase receptora (Kuban et al., 1993).

O sistema FIA emprega os componentes essenciais usados nesses casos,
associados a uma cela de permeagdo gasosa que contém uma membrana semi-
permeavel (Kuban et al., 1993). Nos sistemas FIA que empregam membranas de
difusdo gasosa, as varidveis de grande importancia sdo: a vazdo, o tipo da

membrana e o procedimento de instalacdo da mesma (Tryzell et al., 1995).
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2.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

A cromatografia gasosa (CG) corresponde a uma técnica impar e versétil.
Originalmente, ela era aplicada com o intuito de se realizar andlises de gases e de
vapores de componentes muito volateis. Atualmente ¢ uma ferramenta analitica
empregada para se realizar a separacdo e a andlise direta de amostras gasosas,
solucgdes liquidas e de solidos volateis (Grob et al., 2004).

Na cromatografia gasosa (CG), a amostra é vaporizada e injetada no topo de
uma coluna cromatogréfica, a qual consiste em uma coluna metdlica longa de aco,
cobre, vidro ou teflon.

A eluigdo € feita através do fluxo de um gés inerte, o qual atua como fase
movel, que ndo interage com as moléculas do analito e que apresenta a funcdo de
transporta-lo através da coluna. Os gases utilizados como fase movel devem
apresentar elevada pureza, além de serem inertes com relagdo a fase estaciondria,
sendo os mais usados: hidrogénio, nitrogénio e o hélio. A Figura S apresenta um

esquema bdsico de um cromatdgrafo a gas (Skoog et al., 2002).

Eegistrador
Controlador de fixo  Injector
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Figura 5. Componentes bésicos de um cromatdgrafo a gas (Skoog, et al, 2002).
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O principal mecanismo de separacdo relacionado com a cromatografia
gasosa se baseia com a particdo dos componentes de uma amostra entre a fase
movel gasosa e a fase estaciondria liquida. A utilizacdo de fases estaciondrias
sOlidas, as quais levariam a separacdo por um mecanismo de sorcdo, apresenta
poucas aplicacoes. A cromatografia gasosa € uma das técnicas analiticas mais
utilizadas, pois além de apresentar um elevado poder de resolucdo, permite a
deteccdo de analitos ao longo do intervalo de nano a picogramas. A grande
limitagdo deste método se relaciona com a necessidade de que a amostra seja
volatil ou estavel termicamente, embora as amostras nao-volateis ou instaveis
possam ser separadas quimicamente (Collins et al., 1997).

Os detectores que apresentam maior aplicacdo sdo: detector por ionizacao
em chama e o detector de condutividade térmica. Os dados podem ser obtidos
através de um registrador potenciométrico, um integrador ou um microcomputador
e as amostras podem ser identificadas a partir de seus tempos de retenc¢ao.

Nesses equipamentos se torna necessario que haja controle da temperatura
do injetor, da coluna e do detector, os quais sao mantidos em termostatos. Como a
temperatura € um fator extremamente importante, grande parte das andlises
realizadas com o emprego da técnica de cromatografia gasosa € realizada com
programacdo de temperatura, obtendo-se melhor separacdo, além de picos mais
simétricos, considerando-se um intervalo de tempo menor.

A quantificacdo de componentes em uma mistura complexa pode ser realizada
através da construcdo de curvas analiticas para cada substincia (Rubiolo et al.,
2010). Porém, para amostras muito complexas, como os Oleos essenciais, essa
pratica se torna invidvel, podendo se adotar como estratégia o “fator de resposta”
(FR).

Um importante feito na quimica analitica foi quando se tornou possivel o

acoplamento da cromatografica gasosa (CG) com a espectrometria de massas
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(EM). Os detectores do tipo EM se constituem em ferramentas poderosas para se
realizar a identificacdo dos componentes de uma amostra, possibilitando
informacgdes relacionadas com a pureza dos sinais cromatograficos, além de
propiciarem um incremento na detectabilidade de compostos presentes em menores
quantidades, resultando em melhores resultados no tocante as analises qualitativas.

A “CG-EM” ¢ uma ferramenta que pode ser empregada para separar,
quantificar e identificar misturas de componentes volateis complexos, sendo que o
emprego dessa técnica possibilita a realizacdo de anélises muito mais rapidas e que
proporcionam maior numero de informacoes.

Atualmente, € frequente o uso de espectrometros de massas acoplados a
equipamentos de cromatografia gasosa, proporcionando ao quimico uma
ferramenta poderosa para realizar a identificagcdo de compostos a partir de misturas
complexas. A Figura 6 apresenta um esquema de um cromatégrafo a gas acoplado

a um espectrometro de massas (Skoog et al., 2002).
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Figura 6. Esquema de um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro de

massas (Skoog et al., 2002).
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No espectrometro de massas, a amostra precisa ser volatilizada e ionizada.
Os ions sdo separados por campos magnéticos ou elétricos em uma camera de
vacuo e a corrente i0nica é detectada e registrada em func¢do da massa. O
parametro medido pela espectrometria de massas (EM) é a razdo massa/carga
(m/z), a qual corresponde a razio entre o niumero de massa de uma dada particula

pelo numero de unidades de carga eletrostdtica presente na particula (Watson,

1997).

23 Pesticidas

Existem indmeras -classificacdes de pesticidas, dependendo do critério
empregado e de sua aplicacao (Plestina., 2003). Podemos classificar os pesticidas
como: inseticidas, fungicidas, etc., com base na aplicacdo desses, além de, também
podermos classificd-los com base na estrutura quimica do principio ativo que
apresentam: organofosfatos, carbamatos, aliféticos, etc. e, ainda, com base no tipo
de formulacdo empregada (liquidos, s6lidos, ou gases) (Plestina., 2003).

Existe um importante documento que trata da classificacio de pesticidas
pelo risco, recomendado pela organizacao mundial da saude (WHO., 2009) . Nesse
documento, além de varios dados interessantes relacionados com as propriedades
de diferentes tipos de herbicidas, hd uma explicacdo sobre as diferentes
classificacOes de pesticidas e dos critérios para a classificacdo desses compostos,

dividindo as diferentes classes de pesticidas nas categorias indicadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Classificagdo de pesticidas com base em categorias de risco.

Classe da WHO LDs, para um rato (mg / kg)
Oral Dérmico
Ia Extremamente perigoso <5 <50
Ib Altamente perigoso 5-50 50 -200
II Moderadamente perigoso | 50 - 2000 200 - 2000
I Ligeiramente perigoso > 2000 > 2000
U Improvavel risco agudo > 5000

Em termos da classificacdo quimica adotada pelo documento da “WHO”, os
pesticidas estdo divididos nos seguintes grupos: compostos com arsénico,
derivados bipiridilicos, carbamatos, derivados da cumarina, compostos com cobre,
compostos com merctrio, derivados nitrofendlicos, organoclorados, compostos
organofosforados, organoestanicos, derivados do acido fenoxiacético, pirazois,
piretroides, derivados triazinicos e tiocarbamatos.

Os pesticidas aplicados em solos de regides agricolas e seus respectivos
residuos toxicos sdo introduzidos em corpos d'dgua através do processo de
lixiviagdo, de tal forma que eles acabam sendo transportados aos sistemas de
tratamentos de esgoto e de efluentes industriais, também podendo ser liberados
através dos derramamentos acidentais, o que preocupa os ambientalistas devido a
bioacumulacdo dessa classe de compostos quimicos ao longo das cadeias

alimentares (Aktar et al., 2009; Alnedhary et al.,2007).

36



2.3.1 Pesticidas organofosforados

Os inseticidas organofosforados (OPs) sdo amplamente utilizados na
agricultura em todo o mundo (Cheng et al., 2007; Kumar et al., 2006; Schoning et
al, 2003; Lana et al., 2006; Horne et al., 2002). Estes compostos possuem em sua
estrutura um atomo central de fésforo pentavalente ligado a um dtomo de oxigénio
ou enxofre, por uma dupla ligacdo possuindo efeito toxico agudo para seres
humanos e outros mamiferos, pois sdo inibidores da enzima acetilcolinesterase,
essencial para a transmissao de impulsos nervosos. Os organofosforados atuam
como inibidores da acetilcolinesterase, causando a fosforilacdo irreversivel das
esterases presentes no sistema nervoso central dos organismos. Além disto, os
organofosforados s@o lipossoluveis, sendo contaminantes potenciais para diversos
tipos de alimentos (Galli et a.l, 2006).

O primeiro pesticida organofosforado sintetizado foi o tetraetilpirofosfato
(TEEP) em 1854 (Figura 7). Todavia, ndo se conheciam suas propriedades como
pesticida, sendo que a partir de 1932 se comecou a investigar esses agentes,

inicialmente como pesticidas e mais tarde, como armas quimicas.
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Figura 7. Pesticida tetraetilpirofosfato (TEEP).
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O desenvolvimento de gases de guerra estd intimamente ligado ao
desenvolvimento dos inseticidas. Todos os derivados organicos do acido fosforico
sdo toxicos e podem ser absorvidos pela pele, em maior ou menor extensao
(Vanin., 1992). Os organofosforados (OPs) também sdo empregados amplamente
na agroindustria ao redor do mundo como inseticidas (Cheng et al., 2007).

Os organofosfatos sintéticos (OPs) apresentam trés ligacOes fosfoéster, sendo
largamente empregados entre os pesticidas mais toxicos. A hidrélise de uma das
ligacdes fosfoéster reduz dramaticamente a toxicidade dos pesticidas ao se eliminar
as propriedades inativadoras da acetilcolinesterase (Schoning et al., 2003, Lana.,
2006; Horne et al., 2002;). Esses pesticidas atuam como inibidores da colinesterase
em insetos e em mamiferos, resultando numa fosforilacio ndo-reversivel das
esterases presentes nos sistemas nervosos centrais dos organismos (Sogorb et al.,
2002). Um grande avanco que surgiu na drea dos inseticidas organofosforados
aplicados na agricultura em termos da relacdo estrutura-atividade ocorreu em 1944,
com a descoberta do composto “paration” por Schrader , que foi o primeiro
produto de um novo grupo de inseticidas revoluciondrios empregados até os dias
de hoje. Apesar de sua relativa toxicidade, outros inseticidas menos téxicos haviam
sido desenvolvidos, os quais apresentavam poucas modificagdes estruturais, como

no caso dos compostos: “clortion”, “fention” e “fenitrotion” (Figura 8).
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Figura 8. Pesticidas organofosforados (Santos, et al, 2007).

O modo de acdo dos organofosforados € relacionada com a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase nos sistemas nervosos de vertebrados e de invertebrados
(Fournier et al., 1994; Jokanovic, 2001). O principal sitio de acdo dos inseticidas
organofosforados € o sistema nervoso ao nivel da juncdo neuromuscular,
interagindo com a AChE que apresenta a funcdo de catalisar a hidrdlise da

acetilcolina (ACh) em 4cido acético e colina (Figura 9), interrompendo assim a
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transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurOnios colinérgicos do

sistemas nervosos central e periférico (Gallo et al, 1990; Chambers et al., 1989).

CH, 0 CH;
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O

O

Acetilcolina Colina HAC

Figura 9. Reacao de hidrdlise da acetilcolina.

A acetilcolina ¢ um mediador quimico que € necessirio para que possa
ocorrer a transmissao dos impulsos nervosos, estando presente nos mamiferos e
nos insetos. Quando a AChE € inibida ocorre a paralisia e morte (Padilha et al.,

1994; Karczmar, 1998).

2.3.2 Pesticidas organofosforados estudados neste trabalho.

23.21 “Clorpirifos”

O “fosforotioato O,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil” ¢ um inseticida e
acaricida cuja formula estrutural € apresentada na Figura 10, ¢ muito empregado
na agricultura. Ele apresenta a férmula molecular CoH;;CI;NO;PS e massa molar
350,59 g mol'. Na temperatura ambiente se apresenta sob a forma de cristais
brancos. A solubilidade em dgua € de 2 mg L', sendo soldvel na maioria dos

solventes organicos. Apresenta DL 5, 145 mg Kg™' (Merk., 1997).
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Figura 10. Férmula estrutural da molécula do pesticida “Clorpirifos”.

2.3.2.2 “Malation”

O S-(1,2-dicarbetoxietil) O,0 dimetilditiofosfato € um inseticida derivado
do acido succinico, sendo empregado na agricultura. Sua férmula estrutural esta
representada na Figura 11, enquanto que sua férmula molecular e massa molar
sao: C;oH9O6PS,e330,36 g mol . Em temperatura ambiente € um liquido com cor
similar ao ambar, apresentando odor caracteristico. Sua solubilidade em agua € de
145 mg L', sendo soltvel na maioria dos solventes organicos e apresenta DLs, de
1375 mg kg™ (Merk., 1997).

Como todo composto organofosforado, age através da inibicdo da
colinesterase, a qual € reversivel para doses sub-letais. Dentre seus efeitos sobre o
organismo humano ocorrem: bronco-constri¢do, suor, salivacdo e outras secrecoes
glandulares, anorexia, ndusea, vOmito, diarreia, constricdo muscular, convulsdo e
paralisia da respiracdo. Embora estes efeitos sejam reversiveis, o paciente necessita

de alguns dias para se recuperar.
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Figura 11. Férmula estrutural da molécula do pesticida “Malation”.

2.3.2.3 “Diclorvos”.

O fosfato de 0,0-dimetil-2,2-diclorovinila € um inseticida cuja férmula
estrutural estd representada na Figura 12. Sua férmula molecular ¢ C,H,C,O,4P e
sua massa molar é 220,98 g mol™”. E um liquido de colora¢io similar a0 4mbar,
apresenta odor aromdtico e sua solubilidade em dgua de 1 g/100 mL. E soldvel em
dlcool e na maioria dos solventes ndo polares, apresentando DLs, de 80,56 mg kg™
(Merk., 1997). A molécula de diclorvos é estavel termicamente, sendo hidrolisada
rapidamente em meio alcalino, ao passo que em meio acido e hidrolisado
lentamente.

Esse composto resulta num efeito toxicolégico leve em seres humanos.
Todavia, em elevadas doses ataca o sistema nervoso central, uma vez que € um
agente anticolinesterase. O principal problema relacionado com a utilizacdo deste
pesticida € que a sua grande utilizacdo, tanto domesticamente (controle de moscas,
baratas e pernilongos) quanto na agricultura e na pecudria torna frequente a

contaminac¢ao humana (Oliveira., 2004).
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Figura 12. Férmula estrutural da molécula do pesticida diclorvos.

23.24 Paraoxon

O dietil 4-nitrofenil fosfato é um inseticida cuja férmula estrutural estd
representada na Figura 13. Sua férmula molecular é C;)H;sNO¢P e sua massa
molar ¢ 275,195 mol ™.

A 1nibicdo da enzima AChHE resulta no acimulo da aceticolina em niveis
prejudiciais, o que perturba as transmissdes dos estimulos colinérgicos. As
moléculas de metil-paraoxon s3o produzidas através da dessulforagdo oxidativa
mediada pelo citocromo P450, durante a biotransformacao do metil-paration (Filho

et al., 2004).
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Figura 13. Férmula estrutural da molécula do pesticida paraoxon

2.4 Enzimas

As enzimas podem ser obtidas de fontes vegetais, animais € microbianas.
Entretanto, a partir do momento que o desenvolvimento da microbiologia permitiu
compreender melhor os sistemas que presidem a sintese das enzimas nos
microrganismos, a producdo industrial das enzimas foi possivel com base nos
processos de fermentacdo. As principais vantagens das enzimas obtidas por
fermentacdo sobre as enzimas obtidas por extracdo sdo: producdo independente de
variacdes climaticas e geograficas, possibilidade de otimizacdo dos processos de
producao e reducdo de custos (Price et al., 1995).

As enzimas aceleram as reagdes bioquimicas pela interacdo fisica com os
reagentes e produtos, propiciando um caminho mais favoravel para a
transformacao de um no outro. As enzimas aumentam a velocidade das reagoes,
fazendo com que a interacdo entre os reagentes aumente a probabilidade de a

reacao completar-se (Voet, et al., 2000).
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As enzimas biocatalisadoras s@o constituidas principalmente por cadeias
polipeptidicas. A parte protéica da enzima, sem cofatores ou grupos prostéticos, é
denominada apoenzima, e ndo apresenta atividade catalitica. Os cofatores sdo
pequenas moléculas organicas como as coenzimas FAD e NAD ou sdo ions como
Fe(II), Mn(II), Cu(l), etc., que se ligam fracamente a apoenzima e estdo
envolvidos diretamente na atividade catalitica. O grupo prostético, ao contrario, se
liga fortemente a apoenzima. A associacdo do cofator ou grupo prostético a
apoenzima forma a holoenzima que € a enzima ativa (Lehninger., 1995; Said et al.,
2002).

A molécula sobre a qual a enzima atua para formar o produto é chamada
substrato. Em geral, o sitio de ligagdo do substrato consiste de um ‘“entalhe ou
sulco” na superficie de uma enzima, que apresenta formato complementar ao dos
substratos (complementaridade geométrica). As moléculas que diferem do
substrato no formato ou na distribuicdo de grupos funcionais ndo podem se ligar
produtivamente a enzima. A complementaridade entre as enzimas e seus substratos
¢ a base do modelo “chave e fechadura” da funcdo enzimatica proposto por Emil
Fischer em 1894 (Voet et al., 2000).

A primeira proposta, elaborada em 1894 por Fisher, foi o modelo “chave-
fechadura”, no qual se considera a existéncia de uma impressdo em formato de
negativo fotografico do substrato sobre a superficie da enzima. O substrato
encaixa-se nesse sitio de ligacdo como uma chave a uma fechadura. Nesse modelo,
o sitio ativo apresenta caracteristicas estruturais rigidas que sdo complementares
aquelas de cada substrato. Porém, a proposta de Fisher ndo prevé os efeitos de
interagcOes alostéricas. Os efeitos alostéricos sdo aqueles em que a ligacdo de um
ligante a um sitio afeta a ligacdo de outro ligante a outro sitio; geralmente

requerem interagdes entre subunidades de proteinas oligoméricas.

45



Outro modelo, sugerido por Koshland em 1968, conhecido como ajuste
induzido, sugere um ajuste na conformacdo da superficie da enzima com a
aproximag¢do do substrato, formando um sitio de liga¢do. Neste modelo, os sitios
ativos sdo flexiveis, apresentando uma estrutura complementar aquela do substrato
somente quando estiverem ligados a enzima. As reacdes catalisadas por enzimas
ocorrem em velocidades que sd@ao da ordem de 100 a 1000 vezes mais rdpidas que

as reagOes correspondentes nao catalisadas (Lehninger., 1995; Said, et al., 2002).

2.4.1 Acetilcolinaesterase

A colinesterase (AChE) pertence a uma familia de serina hidrolases, que
fazem parte de uma familia de alfa/beta (o/B) hidrolases. As colinesterases se
dividem em acetilcolinaesterase (AChE) e butirilcolinaesterase (BuChE), cada
uma delas especificidada por seu substrato (Day et al., 2002; Nardini., 1999).

A AChE ¢ encontrada principalmente nas hemaceas e sinapses (terminagdes
nervosas) e musculo estriado enquanto que a BuChE € encontrada principalmente
no figado, no plasma, no pancreas e no intestino delgado sendo a fun¢do desta
ultima ainda desconhecida. Outra diferenca entre essas colinesterases estd na
preferéncia por seus substratos: a AChE hidrolisa a ACh mais rdpido enquanto a
BuChE hidrolisa a BuCh mais ripido. (Silva., 2005).

A estrutura cristalografica da AChE (Figura 14) determinada primeiramente
foi aquela de Torpedo californica (TcAChE) encontrada em abundancia numa
espécie de peixe elétrico (Schumacher., 1986). Esta AChE foi também a primeira a
ter sua estrutura cristalogrifica tridimensional obtida por difracdo de raio-x

(Sussman.,1991; Castro., 2002).
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Figura 14. Estrutura tridimensional da acetilcolinaesterase de Torpedo

californica.

O mecanismo de acdo da AChE no sistema nervoso central e periférico esta
relacionado com a propagacdo dos impulsos nervosos nas sinapses
neuromusculares (Quinn et al., 1987) sendo que esta enzima catalisa a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acido acético, reagdo ilustrada na

Figura 15. Acetilcolina
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Figura 15. Reacdo da hidrélise do neurotransmissor acetilcolina catalisada pela

enzima AChE.
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2.4.2 Biosensors

Nas ultimas décadas as pesquisas de quimica analitica com aplicacdo em
agricultura vém aumentando significantemente como resultado da necessidade de
acelerar, facilitar e reduzir custos de plataformas analiticas que sejam capazes de
fornecer informagdes quantitativas e qualitativas sobre a composicdo de uma
amostra com o minimo de pré-tratamento desta (Andreescu et al., 2006).

Um biossensor € definido como um tipo de dispositivo analitico que,
incorporado a um material bioldgico, utiliza a seletividade e a detectabilidade do
bioreceptor conectado a um sensor base (transdutor). Este transdutor converte o
sinal bioquimico e/ou fisico-quimico num sinal mensurdvel como resultado do
bioreconhecimento entre a molécula bioldgica e seu respectivo analito (Patel et al
., 2002.), o que o torna uma ferramenta promissora para suplementar técnicas
existentes, devido as suas caracteristicas unicas, tais como: seletividade, relativo
baixo custo de construg¢do e estocagem, potencial para miniaturizacdo, facilidade
de automacdo e construcdo de equipamentos simples e portateis para um
monitoramento "in situ" rdpido. Entretanto, é necessirio enfatizar que estas
ferramentas ndo podem e ndo devem ser vistas como alternativas frente as técnicas
analiticas classicas, mas contituindo um complemento a elas, pois algumas dessas
ferramentas ainda podem apresentar problemas de estabilidade (Nistor., 1999;
Thevenot., 2001).

Geralmente, os biosensores podem ser classificados conforme a natureza
do transdutor: potenciométrico, amperométrico, condutimétrico, calorimétrico,

piezoelétrico ou optico.
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2.4.3 Técnicas de Imobilizacao

A atividade das enzimas estd relacionada a manutencdo da integridade de
sua conformacdo tercidria, em particular ao nivel de seu sitio ativo. Assim, os
processos de imobilizagdo devem fazer uso de métodos brandos e bem controlados,
respeitando-se a estrutura nativa da proteina. Varios processos de imobilizacao do
material bioldgico sdo descritos na literatura e, de modo geral, podem ser incluidos
nas seguintes categorias: inclusdo ou oclusdo em matriz, microencapsulacao,
fixacdo por adsorcao, fixacao por ligacdo covalente e fixacao por liga¢do covalente
cruzada (Alvarez Icasa & Bilitewski., 1993; Fatibello Filho & Capelato., 1992;

Oliveira Neto & Yamanaka., 1988). A Figura 16 ilustra essas categorias de

imobilizacgdo.
Enzima Imobilizada
Oclusao ou Inclusao Ligacoes
l l l v
Matriz Microencapsulada Adsorvida Ligacao Covalente
Suporte Enzima

Figura 16. Formas de imobiliza¢do enzimética. Fonte: Fatibello & Capelato,

1992.
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244 Imobiliza¢ao por Oclusao em Matriz Polimérica

Na técnica de inclusdo ou oclusdo em matriz, as moléculas da enzima ficam
confinadas na rede tridimensional de um polimero insolivel em dgua, como agar-agar,
carragenatos, dlcool polivinilico, poliacrilamida, borracha de silicona, amido e outros.

Neste método, a enzima € dissolvida e dispersada numa solu¢do de um
mondmero e, em seguida, ocorre a polimerizacdo pela acdo de um agente de
reticulacdo com a presenca de um coldide protetor (albumina, agarose ou dextrana).

A estrutura do polimero formada apresenta espacos intersticiais que propiciam a
difusdo de moléculas do substrato e dos produtos da reacdo, porém impedem a saida
das moléculas da enzima. A vantagem encontrada nesta técnica reside no fato de que a
enzima ndo esta ligada diretamente ao suporte e conserva sua integridade molecular,
ndo sendo modificada a sua estrutura. Entretanto, é uma técnica pouco utilizada
devido aos fendmenos de difusdo através do gel e dificuldade de obtencdo de

polimeros com tamanho de intersticios uniformes.

2.4.5 Imobilizacao por Microencapsulacao

A técnica de microencapsulacdo consiste no confinamento da enzima em
microcdpsulas, delimitadas por membranas semipermeaveis cujos poros podem variar
de 5 a 300 pm, permitindo assim a livre movimentacdo de substratos e produtos da
reacdo enzimatica sem possibilitar a saida da enzima.

Nesta técnica, o aprisionamento de um nimero de moléculas € maior que o
processo anterior e, também, permite a imobilizacdo simultanea de vérias enzimas
numa Unica etapa. No entanto, ela exige alta concentracdo enzimdtica para a
microencapsulacao, podendo ocorrer restricao quanto a passagem de alguns substratos
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através dos poros da membrana e, ainda, podendo haver dificuldade no caso de

pequenos biocatalisadores como pequenas enzimas.

2.4.6 Imobilizacao por Adsorcao

A técnica de adsor¢do de enzimas em suportes sOlidos insoluveis € resultado de
forcas de interacdo de baixa energia, como ligacdes de van der Waals, pontes de
hidrogénio e ligacOes i0nicas.

O processo € simples, brando e ndo deletério para a maioria das enzimas, sendo
despreziveis os efeitos difusionais. Por outro lado, possui a grande desvantagem de
deixar a enzima absorvida extremamente dependente de fatores ligados ao meio
reacional, tais como pH, solventes, substratos e temperatura. Os suportes geralmente
possuem superficie ativa e funcionam como excelentes adsorventes, sendo que os
mais utilizados sdo o grafite, resinas de troca i0nica, vidro, carvao vegetal, silica gel,

alumina, celulose e derivados, amido, bentonita, entre outros.

2.4.7 Imobilizacao por Ligacao Covalente

Na fixacg@o por ligacdo covalente a enzima € ligada ao suporte inerte por meio de
ligacbes quimicas covalentes, as quais sdo, normalmente, estabelecidas entre os
grupos nao ativos da enzima (hidroxila, carbonila, amino, fen6lico, tiol, imidazdlico)
com os grupos reativos do suporte presentes na superficie sélida do suporte.

Como a reacdo quimica de formacdo da ligacdo covalente deve ser o menos
desnaturante possivel para a enzima, é necessdria uma ativagdo prévia dos
grupamentos suscetiveis de entrar em reacdo. Por razdes ligadas a dificuldade de
manter intacta a atividade da enzima, geralmente, escolhe-se ativar o suporte. No

método de ligacdo covalente, a enzima é mantida num ambiente semelhante ao que
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ela se encontra na natureza e deste modo possui maior estabilidade frente aos efeitos

de pH, for¢a i6nica, solvente e temperatura.

2.4.8 Imobilizacao por Ligacao Covalente Cruzada

Esta imobilizacdo baseia-se também na formacao de ligacdes quimicas, porém na
auséncia de suporte. Reagentes bi ou multifuncionais (glutaraldeido; 2- isocianato-4-
1sotiocianato tolueno; 2,4, biscloreto sulfonil fenol; etc.) sdo empregados tanto para
imobiliza¢do quanto para a estabilizacdo da enzima. O método baseia-se na formagao
de particulas microscopicas (ou rede polimérica) em decorréncia de ligagdes
covalentes cruzadas, entre moléculas de enzimas com reagentes funcionais. A
imobilizacdo da enzima com glutaraldeido é freqiientemente empregada, pois se
observa boa estabilidade da enzima frente as variagcdes de pH, forca iOnica e
temperatura. Contudo, a escolha da proporcdo enzima/glutaraldeido utilizado na
imobilizacdo € um fator critico, pois a insolubilizacdo da enzima deve resultar numa
minima distor¢do de sua estrutura, preservando assim sua atividade catalitica

(Migneault et al., 2004).

2.4.9 Aplicacoes dos biosensores enzimaticos

Virios trabalhos vém sendo propostos utilizando biosensores enzimaticos com
diferentes elementos transdutores, o que reflete a grande flexibilidade em se adequar a
uma aplicac¢do especifica.

Os transdutores potenciométricos respondem gerando um sinal na superficie de
um eletrodo devido a uma espécie produzida na reag¢do entre o analito e o material
bioldgico. No caso da enzima acetilcolinesterase, os transdutores potenciométricos

geram sinais que sdo estudados através da quantificagdo da concentragdo do dcido
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acético formado, a qual € diretamente proporcional a concentracdo do pesticida
presente. Andreescu et al (2002) fizeram a comparacdo entre trés métodos de
imobilizacdo da enzima AChe em eletrodos para a determinacdo de pesticidas
organofosforados, apresentando bons resultados quanto aos limites de detec¢do,
reprodutibilidade e estabilidade, desde que estocados em condi¢Oes apropriadas. Estes
métodos foram de facil operacdo e foi possivel utilizar diferentes modos de
imobilizacdo. Uma das vantagens destes métodos € que os eletrodos podem ser
facilmente miniaturizados e produzidos em larga escala, usando uma tecnologia
relativamente barata.

Pogacnik et al (2001) fizeram um estudo da determinacdo de pesticidas
organofosforados e carbamatos com FIA, baseado na inibi¢do da enzima AChe de
diferentes origens e da enzima BChe. A imobilizacdo da enzima foi feita em pérolas
de vidro de tamanho controlado. Foi feita a otimizacdo do sistema testando varias
condi¢des com as diferentes enzimas, verificando-se que as varidveis inerentes ao
sistema FIA, como por exemplo a vazdo, influenciaram os limites de deteccdo. A
observacdo mais importante foi que, mantendo-se o mesmo pesticida e variando-se a
enzima, obteve-se respostas diferentes com limites de deteccdo diferentes. Por outro
lado, mantendo-se a mesma enzima e mudando os pesticidas os limites também foram
afetados. A técnica apresenta-se como uma alternativa para a determinagdo destes
pesticidas, porém € necessario otimizar as diferentes varidveis que podem alterar o
sinal analitico. Além disso, ndo foi feita uma avaliagdo em relacdo aos possiveis
efeitos de matriz nos limites de detec¢do usando amostras naturais, ou seja, matrizes
um pouco mais complexas.

Na agricultura, os biosensores podem detectar e quantificar patégenos de
plantas no campo, indicando suas posi¢des geograficas com o auxilio do sistema de
posicionamento global (GPS), de modo que o produtor possa realizar aplicagdes de

pesticidas nos pontos de maior necessidade, reduzindo e otimizando o emprego dos
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agroquimicos (Scottruppa et al., 2008).

Nunes et al. (2004), fizeram um estudo comparativo entre diferentes
metodologias de imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase em eletrodos de grafite,
com ligacdo covalente cruzada e reagente bifuncional glutaraldeido na presenca de
soro albumina bovina e dlcool polivinilico. As técnicas utilizadas para avaliagdo e
deteccdo de pesticidas n-metil carbamatos foram a cromo-amperometria e a
coulometria. A 1imobilizacio de AChe com glutaraldeido apresentou maior
reprodutibilidade e robustez.

Guerrieri e Palmisano (2001) utilizaram um biossensor bi-enzimatico como
detector de um sistema cromatografico, imobilizando acetilcolinesterase e colina
oxidase em eletrodo de platina, por “crosslink” com glutaraldeido, constituindo uma
nova alternativa aos detectores cromatograficos e possivel aplicacdo destes sensores
em cromatografia.

Pode-se concluir que como vantagem, os biosensores enzimdticos apresentam
varias configuragdes, adequando-se as vdrias necessidades. Sao compactos, t€m custo
relativo baixo, apresentam bom limite de deteccdo e boa repetibilidade e
reprodutibilidade. Entretanto, em grande parte dos trabalhos consultados nao foi feito
um estudo em matrizes complexas, ndo havendo, portanto, referéncia aos possiveis
efeitos de matriz e possiveis modos de contornar esses problemas. Outra possivel
limitagdo € que a AChe pode ser inibida por outras neurotoxinas, dando falsos

positivos.

2.5 Objetivo

O objetivo inicial do presente trabalho foi o de estudar um método com
biossensor enzimatico, baseado na enzima acetilcolinesterase, acoplado a técnica

de injecdo de andlise em fluxo (FIA), que permitisse a andlise quantitativa de

54



pesticidas organofosforados em baixas concentracdes. Ele deveria ser seletivo para
esta classe de pesticidas e relativamente simples quanto a instrumentagao,
possibilitando a automagdo do processo analitico, a economia de reagentes e de
amostras, dispensado ainda pré-tratamento laborioso. Também, o procedimento
deveria ser rdpido e de baixo custo, em comparacdo com as técnicas geralmente

utilizadas para esse tipo de andlise como, por exemplo, a cromatografia.

2.6 Equipamentos e reagentes

2.6.1 Equipamentos

Bomba peristaltica.
Balancga analitica.
Registrador: Linear Modelo LR92425.
Tubos de Tygon Ismatec
Injetor: Construido nas oficinas do Instituto de Quimica da Unicamp
(IQ-Unicamp). (Tubino et al,. 2004).
Fita (PTFE) 0.1 mm de espessura.
Cela de permeacdo: Construido nas oficinas do IQ-Unicamp.(Linden., 1983 )
Cromatografo GCT-Premier Waters Coluna HP-5 MS 30 mx 0,25 mm x
0,25 um,Temperatura de injecdo — 270 °C, Interface — 250 °C.
Método cromatogréfico: 50 °C (3 min) 15 °C/min - 280 °C (2 min)

Faixa de massa do detector= 50-500 Da
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2.6.2 Reagentes

Todos os reagentes e solventes usados foram de qualidade analitica exceto

nos casos particularmente especificados:

1,1’-trimetileno-bis-(4-formil-piridinio-brometo) dioxina (TMB-4)
(Sigma).

Enzima acetilcolinesterase de Electrophorus electricus (Fluka).
Pérola de vidro com porosidade controlada (CPG), 240, 80-120 mesh,
porosidade 22,6 nm, Sigma Chemical.

Glutaraldeido 25% em 4gua (Nuclear).

Cloreto de acetilcolina 99% (Acros Organics).

3-aminopropil-trietoxi silano 99% (Acros Organics).

Malation 98% (Chem Service).

Clorpirifos 98% (Chem Service).

Paraxon 99,00% (Chem Service).

Diclorvos 99,5% (Chem Service);

Acetona PA (Synth); Xileno PA (Carlo Erba).

Acido Sulfirico PA (Synth).

Fosfato de S6dio mono-hidratado (Nuclear).

Fosfato de potdssio monobdsico (Nuclear).

2.6.3 Preparacio da solucao tampao fosfato de Sorensen (Na,HPO, -

KH,PO,)

Preparou-se uma solucdo de fosfato de potassio monobdasico (KH,PO,)

dissolvendo-se 7,8 g em d&4gua deionizada previamente fervida e resfriada,
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completando-se o volume para 500 mL em um baldo volumétrico. Uma solucdo do
fosfato de sodio dibasico (Na,HPOy, foi preparada a partir da dissolucao de 0,91 g
do sal em 4gua, completando-se o volume para 500 mL em baldo volumétrico. As
duas soluc¢des foram misturadas e o pH da solucao final foi corrigido para 7,5 (pH
metro- eletrodo de vidro conjugado) utilizando solucdo de hidroxido de s6dio 0,1

% (m/v) gota a gota.

2.6.4 Preparacao da solucao de cloreto de acetilcolina

A solugdo 1,0x10” mol L foi preparada em tampao fosfato pH 7,00 de
concentracdo 0,1 mol | pesando-se 0,0454g do sal, dissolvendo-se e
completando-se o volume em baldo volumétrico de 50 mL. Devido a hidrdlise do

cloreto de acetilcolina, uma nova solucao foi preparada a cada dia de trabalho.

2.6.5 Preparacao da solucao de TMB-4

A solugdo de concentracio 5,0x107 mol L™ foi preparada pesando-se 0,0223
g, dissolvendo-se e utilizando-se um baldo volumétrico de 10 mL com tampao
fosfato pH 7,00 de concentracio 0,1 mol L'". Uma nova solucgdo foi preparada a

cada dia de trabalho.

2.6.6 Preparacao das solucoes dos pesticidas estudados

Os pesticidas estudados foram paraoxon, clorpirifos, malation e diclorvos.
Para cada pesticida foram preparadas solucdes estoque, solugdes de trabalho com

pesticidas ndo oxidados e solugdes de trabalho com pesticidas oxidados.
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Solucoes com pesticidas ndo oxidados

Solugdes estoque — preparadas por dissolugdo de adequada quantidade dos
padroes de pesticidas em certo volume de acetona, de modo a perfazer
concentragdo final de 1,0x10" mol L™
Solucoes de trabalho — preparadas por dilui¢do das solucdes estoque, em volumes
variados com agua deionizada, de modo a se perfazer diferentes valores de

concentragcao (10'3 a 10" mol Lh.

Solugcoes com pesticidas oxidados

Solucdes de pesticidas oxidados — preparadas por diluicio da solugdo
estoque, em volumes variados e adi¢do de 0,5 mL de dgua de bromo 20 mmol L™
Completou-se com dgua deionizada o volume para 5 mL, em baldo volumétrico, de

modo a perfazer diferentes concentracdes (10°a 10™"® mol L™).

2.6.7 Amostras de pimentiao vermelho

Amostras de pimentdo vermelho foram adquiridas no comércio local da
cidade de Campinas. As amostras foram lavadas e deixadas para secar ao ar
ambiente. A seguir foram trituradas, sendo que foram empregadas amostras de
131,1 g. Adicionou-se dgua (pouco menos de 100 mL) e triturou-se em
liquidificador por 10 - 20 minutos. Depois se adicionou mais 100 mL de dgua e
homogeneizou-se em liquidificador por mais 10 minutos. A amostra foi filtrada
através de filtro de papel qualitativo. Em seguida, completou-se o volume para 200
mL. Para as andlises as amostras foram filtradas através de membranas milipore

0,45 pm. Deste filtrado, retirou-se uma aliquota de 0,5 mL e adicionou-se em balao
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volumétrico de 5 mL. Na sequéncia, fez-se a adicao de 0,5 mL da dgua de bromo
20 mmol, 0,5 mL de diferentes concentragdes dos pesticidas e completou-se o

volume com a solucdo preparada com piment3o.

2.6.8 Imobilizacao da enzima

Existem varios métodos para obtencdo do reator enzimatico empregando
diversos materiais para a ancoragem da enzima. Baseando-se na literatura e em
trabalhos anteriores realizados no grupo, optou-se em utilizar pérolas de vidro com
porosidade controlada.

A primeira etapa da silanizacdo € o ancoramento de grupos funcionais
(grupos amino) nas pérolas de vidro. O reagente empregado nesta etapa foi o
3-aminopropiltrietoxisilano. Na segunda etapa, a ativacdo, o reagente bifuncional
glutaraldeido reage com os grupos amino formando as bases de “Schiff”. A terceira
etapa, imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase, compreende a reacdo entre os
grupos amino da enzima, com o grupo aldeido livre na silica das pérolas de vidro.
H4 informagdes variadas na literatura sobre o procedimento de imobilizacdo de
enzimas em silica nas pérolas de vidro de porosidade controlada, como serd visto a

seguir.
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Figura 17. Etapas envolvidas na imobilizacdo enzimatica.

2.6.9 Imobilizacao nas esferas de vidro em meio aquoso

A imobilizacdo foi baseada no método apresentado por Leon-Gonzales e

Townshend (Leon-Gonzales e Townshed,. 1990).

Pesou-se 0,2 g das esferas de vidro e foi realizada a limpeza com a adi¢do de
10 mL de uma solu¢do de 4cido nitrico a 5 % (v/v), levando-se a fervura durante
30 minutos, com cuidadosa e constante agitacdo para niao danificd-las. Filtrou-se
em funil de vidro de placa porosa com bomba de vicuo e lavou-se trés vezes com
4gua destilada. Levou-se 2 estufa a 95 °C por 1 hora para completa secagem.

Para a silanizacio das esferas de vidro, preparou-se uma solug¢do de 1,0 mL

de 3-aminopropiltrietoxisilano e 9,0 mL de dgua deionizada. O pH foi ajustado
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para 3,5 com 4cido cloridrico 1,0 mol L™, gota a gota. Nessa solucdo, foram
adicionadas as esferas de vidro. Aqueceu-se a 75 °C em banho maria por 2 horas e
meia, com cuidadosa agitacdo manual a cada 15 minutos, para facilitar a reacdo de
silanizacao das esferas. Apds essa etapa, as esferas foram filtradas, lavadas e secas
a temperatura ambiente.

Preparou-se uma solu¢do de glutaraldeido 2,5 % (v/v) através da adi¢do de
2,5 mL de solucdo glutaraldeido 50 % em baldo volumétrico de 50 mL e
avolumou-se com tampao fosfato 0,1 mol L! pH 7,00. Colocou-se, entdo, as
esferas de vidro ativadas pela aminoalquilacio para acoplamento com o
glutaraldeido. A reacdo prosseguiu por 30 minutos a temperatura ambiente com
constante e cuidadosa agitacdo manual. As esferas de vidro ativadas foram filtradas
e lavadas com dgua deionizada. O desenvolvimento da cor salmdo era sinal do
sucesso da reacdo. Contudo, em meio aquoso a reacdo eventualmente apresentava
cor salmdo clara, sendo necessario repetir todo o procedimento. Este problema nos
levou a realizar a reacdo em solvente organico (xileno), o que se mostrou muito

mais eficiente.

2.6.10 Imobilizacao nas esferas de vidro em meio organico

A 1mobilizacdo nas esferas de vidro em solvente orginico foi baseada no
método apresentado por Zaitsev, (1991), com algumas modificagdes. Foi pesado
0,2 g das esferas de vidro e fez-se a limpeza com 4cido nitrico, como ja descrito no
item 2.6.9. Para a reacdo de silanizacdo, foi preparada uma solucdo em baldo
volumétrico de 20 mL com a adi¢cdo 1,0 mL de 3-aminopropiltrietoxisilano,
avolumando-se com xileno. Essa solucao foi adicionada sobre as esferas de vidro
lavadas e secas. Aqueceu-se por 3 horas a 100 °C sob refluxo e com cuidadosa

agitacdo. Na sequéncia, lavou-se as esferas de vidro com xileno, etanol e dgua
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deionizada, nesta ordem, empregando funil de vidro com placa porosa e auxilio de
bomba de vicuo. Secou-se em temperatura ambiente. Em meio organico, sempre
foi observado o desenvolvimento da cor salmio intenso como indicativo do
sucesso de todas as etapas da reacdo. A segunda etapa, a ativacdo com o agente
bifuncional glutaraldeido, ndo sofreu modificagdo e foi realizada como descrito no

item 2.6.9.

2.6.11 Imobilizacao da enzima nas esferas de vidro

Para a imobilizacio pesou-se 2,3 mg de acetilcolinesterase (1,0 mg — 425 U),
obtendo-se 1000 U. Dissolveu-se em 1,0 mL de tampao fosfato 0,1 mol L', pH
8,00 resfriado a 4 °C. Essa solucdo foi adicionada sobre as esferas de vidro e
deixada em repouso por 12 horas, a 4 °C. Posteriormente, lavou-se com tampao
fosfato e dgua deionizada. A enzima foi estocada em tampao fosfato em geladeira a

0 .
4 "C, para uso posterior.

2.6.12 Construcao da coluna enzimatica

A coluna enzimética foi construida pelo empacotamento em tubos capilares
de Tygon® de 1,14 mm diametro interno e comprimento de 1,9 cm das esferas de
vidro contendo a enzima imobilizada. Nas extremidades colocou-se 1a de vidro e
tubos de diametros menores para impedir a saida da 12 de vidro e das esferas
(Figura 18). A coluna montada foi estocada imersa em tampao fosfato pH 7.5 e
mantida na geladeira a aproximadamente 4° C, para preservar a atividade

enzimatica da coluna.
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Figura 18. Figura do reator enzimatico empregado com a enzima imobilizada em

esferas de vidro. 1- Tubo; 2- LA de vidro; 3- Esferas de vidro com a enzima

1mobilizada.

2.7 Meétodo

A capacidade dos pesticidas organofosforados para provocar a inibi¢do da
enzima acetilcolinesterase foi utilizada como aplicacdo analitica no sistema de
injecdo em fluxo (FIA).

O método baseia-se na medida da concentragdo do 4cido acético, formado
pela passagem de solug¢do de cloreto de acetilcolina (substrato), através de um
reator enzimdtico contendo a enzima acetilcolinesterase imobilizada em esferas de
vidro, antes e depois da passagem da solucdo dos pesticidas organofosforados
estudados, que causam a inibicdo enzimdtica. Determina-se a diminuicdo da
producdo de 4cido acético devido a inibi¢do da enzima. O 4cido acético formado
permeia através de uma membrana de PTFE, o que resulta em uma mudanca da
condutividade na solucdo (constituida por d4gua deionizada de baixa condutividade)
que passa pelo detector. A variacdo da condutividade foi monitorada se
empregando um condutivimetro e uma cela de medida, preparados no laboratorio
(Tubino et al, 1994). O regenerador enzimdtico que foi empregado era o

1,1 trimetileno-bis (4-brometo de formilpiridina) dioxima (TMB-4).
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2.7.1 Sistema de analise por injecao em fluxo

Um diagrama esquemaético do sistema de fluxo, para a determinac¢do dos
pesticidas estd indicado na Figura 19. A solucio de acetilcolina (Su) € injetada e
se combina com o fluxo transportador (A2). Um sistema tamponante de fosfato
com concentragdo igual a 0,1 mol L'eem pH 7,5 é bombeado numa vazao de 1,0
mL min”, passando através do reator enzimatico (ER), localizado em um tubo de
polietileno de 1,9 cm de comprimento por 1,14 mm de didametro. Depois de passar
através do reator enzimaético, a solu¢do se mistura com um fluxo de acido sulftrico,
cuja concentracao € 0,5 mol L! (A3), passando através da cela de difusao (M). Em
seguida, a difusdao do acido acético através da membrana de PTFE (Teflon, DIN
EN 751-312mmx12mmx0.1mm) € feita para um fluxo de dgua deionizada (A ) até

a cela condutimétrica (C).

% R
C
1 mL min!
Ay o M
A S —
A; > v
P|w & ER 7
W

Figura 19. Diagrama esquematico do sistema de injecdo em fluxo. A, fluxo de
agua deionizada; A,, 0,1 mol L', fluxo do tampao fosfato; A, solucdo de acido
sulfdrico de concentracao igual a 0,5 mol L' P, bomba peristaltica; S, volume de
amostra; ER, reator enzimatico; M, cela de difusao; C, condutivimetro; R,

registrador.
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2.8 Resultados e discussao

O método proposto neste trabalho, para a determinacdo de pesticidas
organofosforados, € indireto, estando baseado na reacdo enzimatica entre o
substrato (acetilcolina) e a enzima acetilcolinestarase imobilizada em esferas de
vidro, que gera acido acético. O 4cido acético formado, ao entrar em contato com a
solugdo de acido sulfirico tem a sua difusdo incrementada através da membrana de
PTFE. E necessdrio que a solucdo resultante da reacdo enzimdtica seja acidificada
com H,SO, 0,5 mol L' para diminuir o pH do meio, permitindo, dessa forma, que
todo o 4cido acético esteja na forma ndo ionizada, de modo a facilitar a permeagao.
A confluéncia onde ocorre a mistura do tampao fosfato contendo o 4acido acético
formado com o acido sulftrico é colocada apés a coluna enzimadtica, de forma que
o dcido ndo passe pelo reator, pois causaria a imediata denaturacdo da enzima.
Fazendo-se a injecdo do organofosforado ocorre a inibicdo da enzima, cuja
extensdao depende do pesticida e da sua concentracdo. Em seguida, uma nova
aliquota de substrato € introduzida no sistema e de acordo com o grau de inibi¢do
temos um novo sinal analitico. A diferenca entre a altura de pico antes e depois da
inibicdo enzimadtica pelo pesticida para uma determinada concentracdo pode ser
utilizada para determind-lo quantitativamente. Na Figura 20 a seguir, temo-se um
fiagrama ilustrando o processo.

Para reutilizacdo da coluna enzimdtica para a préxima determinacdo do
pesticida, a enzima inibida € reativada com TMB-4 em solucdo aquosa. A
reativagdo da enzima é rdpida e completa dentro das condi¢cdes experimentais
usadas. A reacdo enzimatica deve ser realizada em meio tamponado (pH = 7.5),
pois € o pH em que a enzima possui a maior atividade.

A porcentagem de inibi¢do pode ser calculada pela seguinte férmula:
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inibicdo (%) = £ x100

0

E, representa a diferenca entre os picos referentes a enzima ndo inibida e a inibida.

E, representa o pico obtido com a enzima nio inibida, como pode ser visto na

Figura 20.
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Figura 20. Figura representando a determinagdo de um pesticida inibidor da
enzima acetilcolinesterase: (1) sinais em triplicata do substrato na concentragdo de
5,0x10 mol L™; (2) sinal de solucdo contendo um pesticida organofosforado (sem

a presenca de substrato); (3) sinais em triplicata do substrato apds a inibicdao
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enzimatica; (4) sinal do regenerador enzimético TMB-4; (5) sinais em triplicata do

substrato apoOs a regeneragcao enzimatica.

Os picos 1 (triplicata) mostram os sinais correspondentes relacionados a
solucdo de acetilcolina antes da inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelos
pesticidas, empregando-se amostragens com volumes de 150 pL. A regido 2 estd
relacionada com a introducdo da solucdo do pesticida. Quando a solucdo de
acetilcolina foi novamente injetada na regido 3, foi observado que houve um
decréscimo na altura do pico devido a diminuicdo de sitios ativos na
acetilcolinesterase. A regido 4 se relaciona com a introdu¢gdo do TMB-4 na
solucdo, quando ocorre a reativacdo enzimatica. O pesticida se liga mais
fortemente ao TMB-4 do que com a acetilcolinesterase, o que resulta na
regeneracao enzimatica. A regido 5 corresponde a etapa final, onde se observa a
regeneracao da acetilcolinesterase, pois os picos apresentavam mesma intensidade

do que antes da inibicao enzimatica.

2.8.1 Imobilizacao enzimatica

A 1mobilizacdo eficiente da enzima sobre o suporte insolivel com
manuten¢do de sua integridade e estabilidade € fundamental para o perfeito
desenrolar do processo biotecnoldgico envolvido no método analitico empregado
(Fagain et al., 1991).

As enzimas imobilizadas por ligacdo covalente e ligagdo covalente cruzada,
geralmente, sdo as que apresentam o maior tempo de vida (200 a 1.000

determinacdes) (Fatibelo Filho e Capelato., 1992). Nestes casos, usam-se agentes
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silanizantes onde a principal vantagem desta técnica é a reducdo da lixiviagcdo do
reagente pela solucdo, com maior durabilidade do sensor (Weetall., 1993).

A reacdo de silanizacdo desenvolvida em meio aquoso muitas vezes nao se
completava de maneira satisfatoria, sendo necessdrio repetir o procedimento
exaustivamente até que o produto final da reagdo, no caso as esferas de vidro,
apresentassem cor salmdo intensa. Isso nos levou a adotar um método de
imobilizacdo, com a etapa da silanizacdo sendo realizada em meio organico
(xileno), que se mostrou muito mais eficiente e pratico, como descrito na parte
experimental.

A silanizacdo € considerada parte crucial do processo de ligagdo da enzima
ao suporte, sendo fundamental, ndo somente para a imobilizacdo em si, mas
também para a reprodutibilidade do processo (Gorton et al., 1994).

A 1mobilizagdo covalente através da silanizacdo emprega agentes
silanizantes, que apresentam moléculas caracterizadas por possuirem dois
diferentes centros reativos, um deles silico-funcional e o outro orginico-funcional,
ou seja, com afinidade pelo vidro e, também, por molécula organica. O agente
silanizante usado na técnica de imobilizagdo empregada neste trabalho foi o amino-
propil-trietoxilano em virtude de permitir uma eficiente ligagcdo entre os reagentes.
O amino-silano, quando empregado para ativar a superficie de vidro, em condicdes
anidras reage com os grupos hidroxila da superficie do vidro com uma
estequiometria de 1:1 ou 1:2, produzindo neste uma monocamada. Além disso, os
silanos ndo somente se acoplam as hidroxilas do suporte, como também se ligam
entre si, formando um polimero na superficie. Isto talvez possa explicar a maior
eficiéncia da silanizacdo em meio organico, quando comparada a realizada em
meio aquoso. Embora seja formada uma camada menos uniforme, ela apresenta
uma capacidade de cobertura maior (Weetall., 1993). A etapa de limpeza das

esferas de vidro deve ser feita de forma muito cuidadosa. E necessdrio que a
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superficie do vidro fique livre de gorduras e outras sujeiras e que a integridade das
esferas seja preservada. Assim, os grupos silandis (Si-OH) presentes na superficie
do vidro podem reagir com o agente silanizante de modo uniforme. Os grupos
silandis capazes de reagir com o agente silanizante sdo os que se encontram na
forma germinal ou isolada (Cass e Ligher, 1998). A Figura 21 mostra diferentes

grupos silanodis presentes na superficie do vidro.

Sila r: >>s\o\a\a}\\\\ m;m>§m
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\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\_\\\\\\\\\\\

Figura 21. Grupos silandis.

Posteriormente, tem-se a adi¢cao de glutaraldeido que permite a ligac@o entre

o vidro ativado e a enzima, conforme a Figura 22.
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Figura 22. Ativacao das pérolas de vidro com reagente bifuncional.

O glutaraldeido forma uma ponte (Figura 23) com o grupamento aminado
do suporte ativado e a enzima, o que permite separar o biocatalisador de seu

suporte s6lido, melhorando a acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima

(Scriban,1985).

._%’MﬂzmME{\/D + HZH_®
H

Figura 23. Bases de Schiff.

2.8.2 Células de permeacao e membrana

Inicialmente, devido a sua resist€ncia mecanica e inércia quimica, foi
testada uma membrana de silicone. No entanto, devido a sua espessura nao
apresentou boa difusdo gasosa. A diminui¢do da sua espessura implicaria na
diminui¢do da resisténcia mecanica. Assim, o seu uso foi abandonado. Como
alternativa passou-se a procurar uma membrana de PTFE que pudesse ser utilizada.

Ocorreram problemas com relacdo a durabilidade da mesma, pois ocorria
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frequentemente rompimento, sendo necessario parar o sistema para substitui-la da
mesma. Foram testadas varias marcas disponiveis no mercado. A que apresentou
maior durabilidade uma foi importada da Alemanha (Klasse: FRP). FEla
apresentava maior uniformidade e maior espessura do que as nacionais e foi

utilizada até o final do trabalho.

2.9 Efeitos da variacao das condic¢oes do sistema FIA

Foram feitos estudos a seguir apresentados, para obter as condi¢des Stimas
dos parametros analiticos. No entanto, nem sempre a condi¢do que proporcionou
maior sinal foi adotada, pois além do pardmetro em si, outros fatores foram levados
em consideracdo na escolha das condi¢des de trabalho como, por exemplo, a

frequéncia analitica.

2.9.1 Efeito da concentracao do substrato (Acetilcolina)

Foi observado aumento da altura do sinal analitico com o aumento da
concentragdo do substrato, o que pode ser atribuido ao maior nimero de moléculas
do substrato em contato com a enzima, com consequente incremento da
concentracdo do produto da reacdo enzimadtica, no caso o 4cido acético. Assim,
maior quantidade de dcido difunde através da membrana provocando aumento do
sinal analitico. A concentragio adotada para o trabalho foi de 5,0x10” mol L™,
uma vez que esta apresenta resposta analitica satisfatéria sem se aproximar muito

da concentragdo de saturacdo da rea¢do enzimaética.
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2.9.2 Efeito da variacao do volume de injecao

Estudou-se o efeito na altura do pico, da variacdo do volume adicionado,
injetando-se volumes entre 50 ¢ 250 pulL. Como esperado, o aumento do volume
injetado foi acompanhado do aumento da altura do pico (sinal analitico). Buscando
a melhora da frequéncia analitica, optou-se pelo volume de 150 pL, que oferece
sinal analitico de intensidade suficientemente grande (>15 cm) e permite menor
tempo de lavagem do sistema o que implica em maior frequéncia analitica.

2.9.3 Efeito da variacao da vazao

Foram realizadas medidas variando-se a vazdo do sistema. Pode-se observar
na Figura 8 que a altura do pico mudou sensivelmente com a variagdo da vazdo:
quanto menor a vazdo maior o sinal analitico. A Figura 24 mostra a medida da
altura dos picos em fun¢do da variacdo da vazdo. Para cada vazio, foram feitas trés
medidas de sinal analitico.

O aumento do sinal analitico em funcdo do decréscimo da vazdo estd
relacionado ao aumento do tempo de contato entre a enzima e o substrato,
permitindo a formacdo de uma maior quantidade de produto formado, no caso o
acido acético. Além disso, na cela de permeagdo com vazao menor, existe maior
possibilidade de difusdo do &4cido. Outro importante fator relacionado com a
diminui¢do da vazdo é o aumento da inibicdo enzimatica pelos pesticidas, pois o
bloqueio dos sitios ativos da enzima é favorecido pelo aumento do tempo de

interacdo dos pesticidas com a enzima. A vazio adotada foi de 1,0 mL min".
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Figura 24. Gréfico do efeito da variacdo da vazao sobre o sinal analitico; tampao
fosfato pH = 7,5 ; [4cido sulfurico]=0,5 mol LY alga de amostragem = 150 uL ;
[substrato] = 5,0x10 S mol L temperatura: 25 oC.

2.9.4 Efeito da variacao da concentracao de H,SO,

Para estudar o efeito da variagdo da concentragdo do 4cido sulftirico as
medidas foram feitas em triplicata e o desvio padrao médio foi de = 0,30 cm.
Apesar de o maior sinal ter sido obtido com 1,0 mol L' de 4cido, a concentragao
escolhida para trabalhar foi de 0,5 mol L', onde houve uma resposta analitica

satisfatoria ( > 13 cm) com uma menor concentra¢ao de dcido sulfurico.
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Figura 25. Efeito da variacdo da concentra¢do de H,SO, ; pH do tampao=7,5;
vazdo = 1,0 mL min™ ; al¢a de amostragem = 150 pL ; Cqupsraro = 5,010~ mol L™';

temperatura: 25 °C.

2.9.5 Efeito da concentraciao de TMB-4

A regeneracdo da enzima inibida pelos pesticidas aumenta com o aumento
da concentragdo do regenerador TMB-4 até 5,0x10” mol L. Algumas vezes, a
regeneracao ndo era completa numa s6 passagem do TMB-4. Nesses casos, fez-se
necessario a passagem do regenerador por duas ou trés vezes, o que era suficiente
para completa regeneracdo, exceto quando a enzima ja comecava a apresentar

perda da atividade.
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2.9.6 Efeito do pH

Avaliou-se a concentracdo hidrogenidnica sobre a catdlise enzimética. A
faixa estudada foi a de pH 6,0 a 8,5 (tampdo fosfato 0,1 mol L™"), uma vez que a
maioria das enzimas trabalha numa regido estreita de pH. Neste estudo o valor que
se encontrou foi de 7,5 observando-se decréscimo do sinal acima e abaixo deste
pH. Na literatura, as faixas de trabalho de pH variam de 6,00 a 8,00, regidao de

maior estabilidade da enzima.

2.10 Determinacio do pesticida clorpirifos

Os sinais foram obtidos em triplicata, e a partir destes foi feito o cdlculo da
porcentagem de inibicdo relacionando a concentracdo conforme os dados
apresentados na Tabela 3. A partir desses dados foram obtidas duas curvas
(Figura 26). Uma delas representa os sinais obtidos com o pesticida sem a
oxidagdo e outra com a oxidagdo. Antes da oxidagdo o limite de deteccdo estava na
faixa de 10° mol L. Apés a oxidagdo com dgua de bromo, o limite de deteccio
melhorou sensivelmente passando para faixa de 10" mol L™ O tnico tratamento
ao qual a amostra foi submetida foi a adi¢do da dgua de bromo que provocou a

oxidacgdo do pesticida estudado.
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Tabela 3. Concentragio (mol L) e porcentagem de inibicdo do clorpirifos, antes e

apos oxidacao.

Inibic¢ao antes Inibicdo apods
Concentracdo
| oxidacdo DP oxidacdo DP
/ mol L
/ % / %

10 0,0 0,00 1,2 0,50
10" 0,0 0,00 2.4 0.35
102 0,0 0,00 5.4 0,50
10" 0,0 0.00 6,5 0.25
1071 0,0 0,00 8,2 0,35
10”7 0,0 0.00 9,5 0.11
10 0,0 0,00 10,2 0,20
107 0,0 0,00 12,9 0,25
10° 1,9 0,16 15,9 0,20
107 4.1 0.20 20,5 0,22
10 5,7 0.22 432 0,49
107 45,0 0,25 75,0 0.25
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Figura 26. Relacdo entre porcentagem de inibi¢do da acetilcolinesterase pelo
clorpirifos: (m) antes da oxidacdo e (®) apds oxidacdo com dgua de bromo.
Concentracao de acetilcolinesterase = 5 ,Ox10‘3 mol L‘l; tampao fosfato pH =7,5;
volume de injecdo = 150 pL; concentracio de dcido sulfirico = 0,5 mol L™'; vazdo

= 1,0 mL min™

A curva da % inibi¢do versus concentracio logaritmica do clorpirifos oxidado vista
na Figura 26 ¢ descrita pela equacdo: S= 23,9 + 1,6059 log M, (R = 0,9908). O
desvio padrio relativo é 0,58 % (n = 8) para a faixa de concentragdo de 1,0x10™* a
1,0x107 mol L™

Duirk et al., (2008) alertam para os poucos estudos feitos sobre os efeitos
dos agentes quimicos usados no tratamento da 4gua para abastecimento,
especialmente agentes desinfetantes como o cloro, pois este € um composto que
pode reagir com pesticidas organofosforados, o que pode resultar em compostos

mais toxicos. Quando o cloro reage com o subgrupo fosforotioato dos pesticidas
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organofosforados, o grupo funcional tiofosfato (P=S) pode ser oxidado ao seu
correspondente oxon (P=0). Como resultado, os pesticidas que apresentam esse
grupo oxon sdao normalmente inibidores mais potentes da acetilcolinesterase. A
decomposi¢do do clorpirifos na presenca de solucdo aquosa de hipoclorito foi
estudada na faixa de pH de 6,3 a 11. Eles observaram a rdpida oxidagdao do
clorpirifos (CP) por OCI, resultando em um composto mais toxico, clorpirifos-
oxon (CPO). Verificaram também a hidrdlise do CP e CPO para 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCP); a Figura 27 apresenta um esquema dos produtos de degradacio
encontrados. Entretanto, naturalmente existem outros constituintes em solugdo
aquosa como ions brometo e matéria organica que podem afetar as transformacoes
dos pesticidas organofosforados durante o processo de tratamento de 4gua. Fica
clara, portanto, a importancia de identificar produtos de degradagdo dos pesticidas
organofosforados.No presente trabalho foi feito um estudo de determinacdo de
clorpirifos em amostra de pimentdo vermelho por fortificagdo da solucdo extraida.
Foi usada a adicdo de agua de bromo. As concentracOes estudadas foram de
1,0x10"* e 1,0x107" mol L. As porcentagens de inibicdo foram respectivamente

de 2,1 e 13,7 %.
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Figura 27. Esquema dos caminhos de formag¢ao dos produtos de degradacdo do

pesticida clorpirifos na presenga de cloro e bromo.

A Figura 28 representa os cromatogramas de CG do pesticida clorpirifos
(padrao e oxidado). Pode-se concluir que ocorreu a separa¢ao de 4 compostos, com
base na comparagcdo desses cromatogramas com o banco de dados NIST 2,0. O
composto com tempo de retencdo de 16,20 minutos se refere ao padrio do
pesticida clorpirifos, enquanto que o composto com tempo de retengdao de 12,20
minutos foi formado a partir da degradacao do pesticida 3,5,6-tricloro-2-piridinol
(TCP), o qual é mais toxico que o padrdo e que corresponde a um inibidor, da

enzima, mais forte que o tltimo.
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Figura 28. Cromatograma do pesticida clorpirifos antes e depois de oxidacao.

Kralj et al., (2007) em um estudo de produtos de degradacdo de pesticidas
organofosforados relata que, para o pesticida clorpirifos, um dos produtos
ncontrado foi o andlogo clorpirifos-oxon. Duirk et al., (2008), também relatam que
um dos produtos de degradacdo do clorpirifos é o clorpirifos-oxon.A Figura 29
mostra diferentes espectros de massa, em que o A corresponde ao padrio, enquanto
que B e C foram obtidos a partir da biblioteca de CG-EM. No caso do espectro B,
pode ser visto que este confirma o espectro do padrao (A) em 95,6 %, enquanto
que C corrobora com o espectro A em 0,95 %. Consequentemente pode ser
concluido que o composto relativo ao espectro B corresponde ao composto

relacionado com o espectro A.
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Figura 29. Rota de fragmenta¢do de massas do padrao e comparacdo com o dado

da biblioteca de espectrometria de massas.

A Figura 30 mostra os espectros de massa das amostras apds a ocorréncia
do processo oxidativo para o composto relacionado com o tempo de retencdo de
12,20 minutos, sendo que a Figura 30 A mostra o espectro do composto anterior
ap6s o processo oxidativo, enquanto que os espectros B e C foram obtidos da
biblioteca. O composto relativo ao espectro B se relaciona com A em 96,6 %,
indicando que aquele corresponde ao composto A, enquanto que C se relaciona
com A em 1,35 %. Por fim, pode ser concluido que o composto A foi confirmado

com base no espectro do composto B (maior inibidor para a enzima estudada).
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Unknown: 280512 SABIR CLORPIRIFOS_AM_AGUA DE BROMO_1 2447 {12.200) Cm (244T-(2752+2322))
Compound in Library Factor = 101
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Hit 1 . 2-Hwdrooy-3.5,8-tnchioropynidine
CSH2CIND; MF: 788; RMF: 782; Prob 88.6%:; CAS: 8515-38-4; Libc replib; ID: 23745,
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Hit 2 : 4-Pymidinol, 2,3 S-trichloro-
CSH2CIING; MF: 573 RMF: 806, Prob 1.35%: CAS: 1970-40-7; Lib: mainlib; ID: 122828.
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Figura 30. Rota de fragmentacdo da amostra e comparacao com o dado presente

na biblioteca de espectrometria.

2.11 Determinacao do pesticida malation

Os sinais analiticos foram obtidos em triplicata, e a partir destes foi feito o
cdlculo da porcentagem de inibi¢do relacionando a concentragdo conforme os
dados apresentados na Tabela 4. A partir desses dados foram obtidas duas curvas
(Figura 31). Uma curva representa o pesticida sem a oxidagdo e outra com a
oxidagdo. Apds a oxidagcdo usando dgua de bromo o limite de detec¢io melhorou
sensivelmente passando para a ordem de concentragdo de 10"* mol L. O tnico

tratamento que a amostra foi submetida foi a adicdo da dgua de bromo que

provocou a oxidacado do pesticida estudado.
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Tabela 4. Concentragiio mol L' e porcentagem de inibi¢do do malation, antes e

apos oxidacao.

Inibi¢do antes Inibi¢do apods
Concentracdo
| oxidacdo DP oxidacdo DP
/ mol L
! % ! %

107 0,0 0,00 1.39 0,30
10" 0,0 0.00 3.2 0,25
10" 0,0 0,00 6.7 0,35
10 0,0 0.00 8.3 0,20
10° 0,0 0,00 9.2 0,22
107 0,0 0.15 10.6 0,30
10° 0,0 0,49 113 0,25
10° 14 0.35 12,5 0,11
10" 42 0.20 15.2 0.22
107 5.8 0,25 66.5 0,15
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Figura 31. Relacgdo entre a porcentagem de inibi¢do da acetilcolinesterase pelo
malation: (m)antes da oxidagdo e (@) apos oxidagdo com agua de bromo.
Concentracdo de acetilcolinesterase = 5 0x10° mol L' tampao fosfato pH = 7,5;
volume de inje¢do = 150 pL; concentragdo de acido sulftrico = 0,5 mol L™ vazdo

= 1,0 mL min™.

Curva da porcentagem de inibicdo versus concentracao logaritmica do
malation oxidado. (@) Para a faixa de concentracio de 1,0 x10™' até o valor de
concentracdo igual a 1,0 x 10° mol L' a . A equacdo da curva é dada pela
expressao: S= 23,49 + 1,719 log M (R=0,986). O desvio padrio € 0,8 % (n = 8).

Foi feito um estudo de determinacdo de malation em amostra de pimentdo
vermelho por fortificacdo da solugdo extraida. Foi usada a adi¢do de dgua de
bromo. As concentracdes estudadas foram de 1,0><1O'5 e 1,0><10'9 mol L. As
porcentagens de inibi¢do foram respectivamente de 13,3 € 9,2 %.

Kralj et al,. (2007) fizeram um estudo da degradacdo de pesticidas

organofosforados, entre eles o malation, e identificaram alguns produtos, a maioria
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deles pertencia do butano dietil ester. Outros trés produtos encontrados pertenciam
a familia de compostos toéxicos, todos membros do grupo ésteres fosfatos,

conforme a Figura 32.

Malation
S CH,CO0C,H
oo -
e P—S—CHCOOC:H; i
i HC0 S
0 o~ .
HO0 i
P—SCH; H OH
H_,u{ T HO H
C;HO 0 Hy CaH:0 0C;H:
) o 0o 0
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HLCO, |f
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—_— CLH:0 Y. H;
O H: 0 0O o
o O CH,CO0C,H,
H,CO, | i Lo b
P—0=—CHCODOC H,
H, 0
CH;
D=8=0)
C:H:0 OC-Hg
S |

Figura 32. Produtos de degradacdao do malation.

A Figura 33 representa os cromatogramas de CG do pesticida malation e
deste apds a oxidacdo com dgua de bromo (Br), podendo ser observados trés
compostos. Com base na comparagdo dos registros obtidos com o banco de dados
NIST 2,0, pode-se notar que ocorreu a formacdo de dois compostos, 0s quais sao
mais téxicos (pelo menos um deles) do que o padrdo, conferindo maior efeito

inibitério do que este.
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Figura 33. Cromatograma do pesticida malation antes (A) e depois de oxidacao

(B).

A Figura 34 mostra os espectros de massa relacionados com o pesticida
malation. O espectro A corresponde ao padrdo, enquanto que B e C foram obtidos
da biblioteca de CG-EM. O espectro B corrobora com o espectro do padrao (A) em
98,3 %, enquanto que C corrobora com o espectro A em 0,98 %. Com isso, pode se
concluir de que o composto relativo ao espectro B corresponde ao composto

associado com o espectro A.
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Unknown: 200512 SABIR_MALATION PADRAD 3317 {16.114) Cm (3806: 3623354 0:3545+ 3645-2883))
Compound in Library Factor = 133 A

100 izr 173

50 23 158

2
: 143 ’
S R I ,l 163 109211 238 28 55y 235 414 502

s0 70 g0 140 130 150 tf0 180 210 280 260 0 200 310 330 3%0 3 o0 aln sho #ho e ko sl
Hit 1 : Butanedioic acd, [{dimethooryphosphinothiod itheo]-, dietind ester

0

C10HI206PS2; MF: 781; RMF: T97- Prob 93.3%: CAS: 121-T5-5; Lib- reglib; I0: 275, B
100 - 126 i
oanl
. g
og g g
s5g3 7O 143 . ,_'}5_
[l 1% |, 1 134 10071 poyeas 8 2me ;
S PR P SR il P
= 70 S0 110

G ; ;
> J:éu' 70 w0 210 20 2% 2ro oh00 3l S0 afo 3w 200 #lo 3ho dho am ko 5%

Hit 2 : Succinic acid, rmemapto-, dethyl ester, S-ester wilh O, S-dimethyl phosphorodithicate

C10H1Z0GFS2; MF- 52%; RMF- 576: Prob (.33%; CAS: 3344-12.5; Lib: maniib; ID- 72535 C
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Figura 34. Espectro de massa do padrdo e comparacido com o dado da biblioteca

de espectrometria.

A Figura 35 mostra os espectros de massa de amostra apds a ocorréncia do
processo oxidativo para o malation, considerando-se um valor de tempo de
reten¢do de 9,42 minutos, enquanto que a Figura 35 A expressa o espectro desse
pesticida, apdés o processo oxidativo. Os espectros B e C foram obtidos da
biblioteca, sendo que o composto relacionado com o espectro B corrobora com A
em 94,8 %, indicando que aquele corresponde ao composto A, enquanto que C se
relaciona com A em 2,54 %. Por fim, pode ser concluido que a presenca do
composto A foi confirmado com base no espectro do composto B (maior poder

inibitorio para a enzima estudada).
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Unkmown: 171012 malation 1+.beta.guadebrome 1607 (2.412) Cm (1801:18622-1738:1773+1380:1417))
Compound in Library Factor = 382
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Hit 1 : 2-Butenedicic acid (E}-, diethyl ester

CEH1204; MF: 896; RMF: 8968; Prob 84 8%; CAS: 623-91-8; Lib: replib; 1D: 17270. B
127
100
== D
50 O »‘%,JLHD/%
55 E
71 g2 1
1l .. | | et 173
04— T T T T T T T et T : T T T T T
50 60 70 80 an 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230
Hit 2 : 2-Butenedicic acid (£} diethyl ester
CAH1204; MF: 743; RMF: 743; Prob 2.54%; CAS: 141-05-8; Lib: replib; ID: 12858, C
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Figura 35. Espectro de massas de amostra e comparacdo com a biblioteca de

espectrometria.

2.12 Determinacao do pesticida diclorvos

Os sinais foram obtidos em triplicata, e a partir destes foi feito o calculo da
porcentagem de inibi¢do, relacionando a concentracdo conforme os dados da
Tabela 5. A partir desses dados foram obtidas duas curvas (Figura 36). Uma curva
representa o pesticida sem a oxidagdo e outra com sua oxidacdo. Antes da oxidagao
o limite de deteccio estava na faixa de 107 mol L. Apés a oxidacdo usando dgua
de bromo o limite de deteccdo melhorou sensivelmente passando para faixa de
107" mol L. O tnico tratamento ao qual a amostra foi submetida foi a adi¢do da

dgua de bromo, que provocou a oxidacao do pesticida estudado.
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Tabela 5. Concentragio mol L' e porcentagem de inibic¢io do diclorvos, antes e

apos oxidagao

Concentracio Inibic¢ao antes Inibicdo apods
P oxidagdo DP oxidagdo DP
! % / %
107 0,0 0,00 1,2 0,40
107 0,0 0,00 2,3 0,25
10" 0,0 0,00 3,5 0,35
10 0,0 0,00 6,3 0,30
10" 0,0 0,00 8,2 0,20
107" 0,0 0,00 10,3 0,11
10" 0,0 0.00 13,4 0,15
107 0,0 0,00 16,0 0,10
10” 0,0 0.00 17,5 0,25
107 0,0 0,00 18,1 0,25
10”7 1,5 0.35 21,0 0,35
10° 2,9 0,40 25,0 0,25
10° 4,9 0.30 30,1 0,22
10 16,1 0.25 69,2 0.10
107 71,0 0,21 80,0 0,15
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Figura 36. Relacdo entre a porcentagem de inibi¢ao da acetilcolinesterase: (m)
antes da oxidagdo e (®) apds o processo oxidativo com o emprego da dgua de bromo’
Ccetilcolinesierase = 3,0x107 mol L™ tampao fosfato pH = 7,5; volume de injecdo =

150 uL; concentracao de acido sulfurico = 0,5 mol L': vazdo = 1,0 mL min™".

Curva da porcentagem de inibicgdo em funcdo do logaritmico da
concentragdo do diclorvos oxidado, Figura 6 ( »), para a faixa de valores de
concentragcao desde 1,0 x107"7 até 1,0 x 10 mol L', sendo que a equacdo obtida
foi: S= 38,48 + 2,289 log M (R=0,990). O desvio padrao € 1,4 % (n = 13),

Foi feito um estudo de determinagdo de diclorvos em amostra de pimentao
vermelho por fortificacdo da solugcdo extraida. Foi usada a adicdo de dgua de
bromo. As concentragdes estudadas foram de 1,0><10'“ e 1,O><10']4 mol L. As
porcentagens de inibi¢do foram respectivamente de 14,3 e 7,2 %.

No estudo dos compostos formados apds a oxidagao com agua de bromo, foi
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feita a andlise por CG-MS, podendo-se observar a presenca de 2 picos no
cromatograma apresentado na Figura 37, confirmando a existéncia de diferentes
compostos. Na Figura 37 tem-se o cromatograma dos compostos apos a oxidagao

com 4gua de bromo, onde se tem um composto diferente.
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Figura 37. Cromatograma do pesticida diclorvos antes (alto) e depois de oxidacao

A Figura 38 mostra os espectros de massa do padrao, onde se observa que o
espectro A corresponde ao padrio, enquanto que os espectros B e C foram obtidos
da biblioteca de CG-EM. Considerando-se o espectro B, pode ser inferido que este

confirma o espectro do padrao (A) em 98,9 %, enquanto que C corrobora com o
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espectro A em 0,98 %. Consequentemente pode ser concluido que o composto

relativo ao espectro B corresponde ao composto relacionado com o espectro A.

Unknown: 200513 SABIR DICLORVOS_AM_AGUA DE BROMO 1834 (10.181) Cm (1830:1838-(1869:1878+1780:17082))
Compound in Library Factor = 178
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Hit 1 : Dichlorphos
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Figura 38. Espectro de massa do padrio (A) e comparacdo com dados da

biblioteca de espectrometria.

A Figura 39 mostra os espectros de massas das amostras apds a ocorréncia
do processo oxidativo para o composto relacionado com o tempo de retencdo de
13,77 minutos, sendo que a Figura 39 A mostra o espectro do composto apds a
ocorréncia do processo oxidativo, enquanto que os espectros B e C foram obtidos
da biblioteca. O composto relacionado com o espectro B é semelhante ao A em
94,5 %, indicando que aquele corresponde ao composto A, enquanto que C se

relaciona com A em 5,24 %. Pode-se concluir que a existéncia do composto A foi
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confirmada com base no espectro do composto B (resulta numa maior inibi¢dao da

enzima estudada).

Unknown: 300512 SABIR DA1 2827 (13.806) Cm (2022:2032-(2883+2057))
Compound in Library Factor=-138
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Hit 2 : Dichlorphos
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Figura 39. Espectro de massa da amostra e comparagdo com dados da biblioteca

de espectrometria.

2.13 Determinacao do pesticida paraoxon

Os sinais foram obtidos em triplicata, e a partir destes foi feito o célculo da
porcentagem de inibi¢do, relacionando a concentracdo conforme os dados da
Tabela 6. A partir desses dados foram obtidas duas curvas (Figura 40). Uma curva
representa o pesticida sem a oxidacdo e outra com sua oxidacdo. Antes da inibi¢ao

o limite de deteccdo estava na faixa de 10® mol L', apés a oxidagdo usando dgua
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de bromo o limite de deteccdo melhorou sensivelmente passando para faixa de
107"® mol L. O tnico tratamento ao qual a amostra foi submetida correspondia 2

adicao da agua de bromo.

Tabela 6. Concentragio mol L' e porcentagem inibicdo do paraoxon, antes e apds

oxidagao.
Concentracio Inibicao antes Inibicdo apods
/ol L oxidacao DP oxidag¢ao DP
/ % / %
10 0,0 0,00 1,3 0.35
10" 0,0 0,00 2,7 0,30
107" 0,0 0,00 32 0,30
107 0,0 0,00 6,1 0,25
10" 0,0 0,00 8,9 0,30
10" 0,0 0,00 10,9 0,20
10" 0,0 0,00 12,8 0,11
10" 0,0 0.00 15,2 0,11
107" 0,0 0,00 18,5 0,10
10 0,0 0.00 19,1 0,25
10°® 1,3 0,00 20,5 0,21
10”7 2,7 0.15 232 0,25
10° 5,1 0,49 26,9 0,20
107 12,5 0.35 33,0 0,22
107 44,2 0.20 73,9 0.11
107 75,0 0,25 86,0 0,10

94



B nao-oxidado

90 1 ® oxidado °

80—-
70 -
60—-
50 -

40

inibicao / %

30
20

10 o ¢ ¢

-10—wmmmnmmmmmmmmmmmmm

1E-18E-17E-16E-18E-14E-18E-12E-111E-10 E-91 E-81 E- 71 E-61 E-51 E-41 E-30.01
Paraoxon / mol.L-1

Figura 40. Relacdo entre a porcentagem de inibi¢do da acetilcolinesterase pelo
paraoxon: (m) antes da oxidacdo e (®) apos oxidagao com agua de bromo.
Concentracao de acetilcolinesterase =5 ,0><10'3 mol L'l; tampao fosfato pH=7,5;
volume de inje¢ao=150 pL; concentragao de acido sulfirico=0,5 mol LY

~ . 1
vazao=1,0 mL min".

Curva da porcentagem de inibicdo versus o logaritmo da concentracdo do
diclorvos oxidado é dada pela equacdo: S= 41,16 + 2,344 log M, (R=0,997). O
desvio padrao é 0,04 % (n = 6), para a faixa de concentragdo de 1,0x107'® a
1,0x10™" mol L.

Foi feito um estudo da determinacdo do paraoxon em amostra de pimentdao
vermelho por fortificacdo da solu¢do extraida. Foi usada a adi¢do de 4gua de
bromo. As concentragdes estudadas foram de 1,0><10'“ e 1,O><10']6 mol L. As

porcentagens de inibi¢do foram respectivamente de 16,3 e 4,3 %.

95



A Figura 41 representa os cromatogramas de CG para o pesticida paraoxon,
para as seguintes situacdes: padrdo (A) e apds a oxidacdo com dgua de bromo (B),
podendo ser observada a presenca de um composto (um pico). Logo, ocorreu a
separacao de um composto, observacdo que se baseia na comparacdo desses
cromatogramas com o banco de dados NIST 2,0. Também foi constatado que tal
composto € mais téxico do que o padrdo, correspondendo a um inibidor mais forte

da acetilcolinesterase.
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Figura 41. Cromatograma do pesticida paraoxon antes e depois de oxidacao.

A Figura 42 mostra os espectros de massas do pesticida paraoxon. O

espectro A corresponde ao padrio, enquanto que os espectros B e C foram obtidos
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da biblioteca de CG-EM. No caso do espectro B, pode ser observado que este
corrobora com o espectro do padrdo (A) em 96,6 %, enquanto que C confirma o
espectro A em 91,3 %. Consequentemente pode ser concluido que o composto

relativo ao espectro B corresponde ao composto relacionado com o espectro A.

Unknown: 200514 SABIR_PARACXOM_PADRAQ 3485 (15.707) Cm (3486:2502-(2548:3570+ 3301:3335))
Compound in Library Factor = 140
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Figura 42. Espectro de massas de padrdo e comparacdo com a biblioteca de

dados.

A Figura 43 mostra os espectros de massa das amostras apds a ocorréncia
do processo oxidativo para o paraoxon, considerando-se um valor de tempo de
retencdo de 12,06 minutos. A Figura 43 A mostra o espectro do composto anterior
ap6s o processo oxidativo, enquanto que os espectros B e C foram obtidos da
biblioteca. O composto relacionado com o espectro B confirma A em 56,9 %,

indicando que aquele corresponde ao composto A, enquanto que C se relaciona

97



com A em 16,7 %. Por fim, pode ser concluido que a presenca do composto A foi

confirmada com base no espectro do composto B (resulta numa maior inibicdo da

enzima estudada).

Unkrown: 040812 SABIR PC 2588 (12.688) Cm (2580-2506-(267 1:2725+2420:2451))
Compound im Library Factor = -1048

A
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0-— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 70 g0 110 130 150 170 180 210 230 250 270 200 310 330 350 3TD 3890 410 430 450 470 480 510
Hit 1 : 2-Nitrophenyl acetate
CAHTNOS: MF: §78; RMF: T25; Prob 56.8%:; CAS: 610-68-5; Lib: replib; 1D: 2854,
100
o
138 "AD a
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o
51 B3 g1 gz 100422 181
0% R o e e L 0 e N L B e e e
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Hit 2 : Phemol, 4-nitro-
CAHSNOI: MF: 649; RMF: T06; Prob 168.7%; CAS: 100-02-7; Lib: replib; 1D: 18710.
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Figura 43. Espectro de massas da amostra e comparag¢do com a biblioteca de

dados.
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2.14 Comparacao de todos pesticidas

m  Paraoxon
® Diclorvos
Malathion
Clorpiripos °
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70 v
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Inibicdo / %
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B e e L i s mo s B
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Figura 44. Relacdo entre porcentagem de inibi¢ao da acetilcolinesterase para os
pesticidas estudados antes da adi¢do da d4gua de bromo. Concentragdo de

acetilcolinesterase = 5 ,0><10'3 mol L'; tampao fosfato pH = 7,5; volume de injecao

= 150 pL; concentragdo de acido sulftrico = 0,5 mol L": vazdo = 1,0 mL min"".
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Figura 45. Relacdo entre a porcentagem de inibicao da acetilcolinesterase
para os pesticidas estudados apds da adi¢do da dgua de bromo. Concentragdo de
acetilcolinesterase = 5,0x10° mol L™'; tampao fosfato pH = 7,5; volume de injecao

=150 pL; concentragdo de acido sulfurico = 0,5 mol L": vazdo = 1,0 mL min™".

Pelos resultados obtidos apds a adi¢do da 4dgua de bromo, foi observado um
aumento significativo nos limites de deteccdo dos compostos estudados, fato que
estd relacionado ao aumento do poder de inibicdo da enzima acetilcolinesterase em
pelos produtos formados ap6s a oxidagdo. Os compostos estudados t€m em comum
o grupo (P=S), mas apés a adi¢do de dgua de bromo, estes sofrem uma reacdo de
oxidag¢do com a formagao de grupos oxons correspondentes (P=0), como no caso
do clorpirifos e malation, que em geral potencializam a inibicdo da enzima

acetilcolinesterase. Além da formacao do grupo oxon, houve a formag¢ao de outros
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compostos com toxicidade elevada, como no caso do paraoxon que ja contem este
grupo na sua molécula, contribuindo para o aumento do poder inibitorio.

Essa técnica permite identificar compostos com alta toxicidade, o que pode
ser importante do ponto de vista ambiental, uma vez que possibilita rdpida triagem
em campo. Entretanto, ressalta-se que s6 pode ser utilizada para identificacdo de
compostos inibidores de enzima acetilcolinesterase, como os pesticidas

organofosforados e os carbamatos.

2.15 Conclusoes

A técnica FIA associada ao biossensor enzimdtico mostrou-se como uma
ferramenta analitica para realizacdo de determinacdo dos pesticidas paraxon,
clorpirifos, diclorvos e malation em procedimento de varredura. Para diminuir os
limites de detec¢do foi feita a oxidacdo desses organofosforados de modo a haver a
formacgdo de compostos com maior poder inibitorio da enzima acetilcolinesterase.
A reacdo de oxidacdo foi realizada com &4gua de bromo, sendo este um
procedimento simples. Apds a adi¢do do bromo a amostra foi deixada em repouso
a temperatura ambiente por alguns minutos para eliminar seu excesso.

O sistema FIA usado € simples. Como carregador usou-se uma solugdo
aquosa tampdo evitando assim o uso de grandes quantidades de solventes
organicos. Os volumes das solucOes das substincias toxicas que foram
introduzidos no sistema foram pequenos, podem ser coletados para um tratamento
adequado. O custo por andlise € baixo, sendo, portanto, possivel aumentar a
quantidade de amostras analisadas dentro de um mesmo or¢amento, além de poder
aplicar a técnica em regides onde os recursos financeiros destinados a este tipo de
controle ndo sejam abundantes. Essa técnica pode ser usada para se realizar a

varredura ou “screeening” com o objetivo de se identificacao as possiveis amostras
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positivas em regides onde o uso de pesticidas organofosforados € intenso. Este
método € especifico para inibidores da colinesterase apesar de sua relativa
simplicidade. Além disso, € rdpido e de baixo custo se comparado as técnicas

geralmente utilizadas, como a cromatografia.

102



PARTE III

(IIT) Quantificacao de metoxido de sodio em solu¢coes de metanol
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3. Espectrometria UV-VIS

Quando um feixe de luz branca incide sobre uma superficie contendo uma

espécie molecular que absorve luz, a radiacdo resultante emergente serd a cor

complementar com respeito a radiacao absorvida (Figura 46) (Skoog et al., 2002).

= ] . ABSORVE AZUL TURQUESA
C /. VERMELHO N
/ N
—/ NN J ///7’7 N
COR
COMPLEMENTAR

Figura 46. Radiacdo absorvida e a cor complementar emergente (vermelho

alaranjado e azul turquesa).

As cores e suas respectivas cores complementares, assim como, seus

respectivos intervalos de comprimento de onda estao indicados na Tabela 7.

Tabela 7. Intervalos de comprimentos de onda (1), radia¢des absorvidas e suas

respectivas cores complementares.

INTERVALO APROXIMADO DE A (nm) COR ABSORVIDA COR COMPLEMENTAR
400 - 465 Violeta B Verde-amarelado
465 - 482 Azul B Amarelo
482 - 487 Azul-esverdeado I Alaranjado
487 - 493 Azul turquesa [ vermelho-alaranjado
493 - 498 Verde-azulado [ Vermelho
498 - 530 Verde I vermelho-purpura
530 - 559 Verde-amarelado Purpura-avermelhado
559 - 571 amarelo-verde Purpura
571 -576 Amarelo-esverdeado Violeta
576 — 580 Amarelo Azul
580 - 587 Laranja-amarelado Azul
587 - 597 Alaranjado Azul-esverdeado
597 - 617 Laranja-avermelhado [ Azul-turquesa
617 - 780 vermelho B Azulturquesa
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A espectrometria molecular na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS) ¢é
uma técnica analitica que vem sendo empregada hda mais de um século com o
intuito de se identificar e se determinar quantitativamente muitos tipos de espécies
moleculares (inorginicas, organicas e bioquimicas), em diferentes tipos de
materiais. Esta técnica esta relacionada com o fendmeno de absorcdo molecular em
solucdo, processo no qual ocorrem transi¢des eletronicas por ocasido de absorcdo
de energia quantizada na regido UV-VIS. Uma relagdo quantitativa entre o
fendmeno de absor¢cdo e o nimero de espécies moleculares que sofrem absorcao é

dada pela lei de Lambert-Beer descrita na préxima sec¢ao (Harris et al, 2005).

3.1 Principio basico de espectroscopia - Lei de Lambert-Beer.

Quando um feixe de radiagdo monocromadtica atravessa uma solugcdo que
contém uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante é absorvida e a
outra € transmitida (Skoog et al., 2005). O quociente da poténcia radiante (energia
do feixe/segundo) do feixe transmitido, P, pela poténcia radiante do feixe

incidente, Py, € conhecido como transmitancia, T (Figura 47).
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Figura 47. Poténcia da radiacdo emergente (P,) e da transmitida (P) apds a
passagem do feixe da radiagdo emergente através de uma cubeta contendo uma

solucdo absorvente.

Logo, a transmitincia € dada pela equacao 1:

T=P /P, (1)

O logaritmo decimal do inverso da transmitdncia € denominado de

absorbancia e € calculado através da equacao 2:

A =log 1/T=-logT =logP,/P (2)

A Lei de Lambert - Beer ou simplesmente Lei de Beer estabelece uma

relacdo entre a absorbancia ou transmitincia com a concentragdo de uma espécie
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absorvente, quando um feixe de radiacdo monocromdtica atravessa um recipiente

(n2o absorvente) contendo a espécie absorvente (equacao 3) (Harris et al., 2005):

A =-log T = log P,/ P = abc 3)

Na equacao 3, a é uma constante denominada de absortividade (quando a
concentracdo ¢ € expressa em gramas por litro), enquanto que b € a distancia do
caminho 6ptico (distancia que a radiagdo monocromatica deve atravessar na cubeta
contendo a solucdo com a espécie absorvente (Figura 47).

Quando a concentracdo da espécie absorvente for expressa em mols por litro, a
absortividade é denominada de absortividade molar, €, sendo que a lei de Beer

passa a ser descrita pela equacao 4.

A = ghe 4

.. . . -1 -1 2
A absortividade molar expressa em unidades litro mol™ c¢cm™, € uma constante
caracteristica de uma espécie absorvente em um meio, a um determinado A. A
sensibilidade de um método espectrométrico € governada pela absortividade molar

da espécie absorvente.

3.2 Biodiesel

O biodiesel corresponde a uma fonte renovavel e alternativa podendo ser
obtido a partir de 6leos vegetais e de gorduras animais. A sua producao e utiliza¢do
podem resultar em impactos econdmicos e sociais, além de ocasionar beneficios
ambientais (Tubino et al., 2011; Boog et al., 2011; Froehner et al., 2007; Dabdoub

et al., 2009). Estima-se que o atual potencial de produ¢do mundial do biodiesel é
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de 51 bilhdes de litros, em 119 paises, sendo que o Brasil se encontra entre os dez
que sao responsaveis por 50% dessa producdo (Balat & Balat., 2010).

Quimicamente, o biodiesel € uma mistura de alquil ésteres de acidos graxos
derivados de matérias-primas renovaveis, tais como Oleos vegetais e gorduras
animais. A transesterificacdo é o processo mais utilizado para se obter essa fonte
renovavel, envolvendo a reacdo dos triglicerideos com dalcoois de baixa massa
molecular tais como metanol e etanol (Meher et al., 2006).

De acordo com a lei n ° 11.097, que trata da introducdo do biodiesel no
sistema energético do Brasil, define-se tal fonte renovdvel da seguinte forma: "é
um biocombustivel derivado de biomassa renovavel para ser utilizado em motores
com igni¢do interna por compressao ou, conforme o regulamento, para a geracao
de um outro tipo de energia, que pode substituir total ou parcialmente os
combustiveis de origem fossil "(Brasil., 2005).

No Brasil, o Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB,
2010) estimula a sua produc@o por meio do processo de transesterificagdo. Este
processo consiste em uma reagdo quimica entre um 6leo vegetal ou uma gordura
com alcool de pequena cadeia molecular, originando os respectivos ésteres a partir
dos correspondentes dcidos graxos (Pinto et al., 2005).

O processo global da transesterificacdo pode ser descrito através de uma
sequéncia de trés reacOes consecutivas e reversiveis na qual o diglicerideo e o
monoglicerideo sdo formados como intermedidrios e o glicerol € formado como
subproduto da reacdo (Figura 48). Apesar destas reacdes ja ocorrerem através da
mistura simples dos reagentes, faz-se necessario a utilizacdo de catalisadores para
que o equilibrio quimico seja alcangado rapidamente, possibilitando taxas de

conversoes razoaveis.
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Figura 48. Esquema representativo da sequéncia das trés reacdes de

transesterificacdo de um triglicerideo com um 4dlcool.

3.3 Catalisador

Com relagdo a catélise, a reacdo de transesterificacdo pode ser catalisada em
meio 4cido ou alcalino. Os catalisadores alcalinos mais utilizados sdo os
hidroxidos e os metoxidos de s6dio ou de potassio (Ferrari et al, 2005).Na
metandlise dos triglicerideos, a atividade catalitica se deve aos fons metoxidos que
sdo liberados com a dissociacdo dos metdxidos alcalinos, ou que sdo formados

através da reacdo do hidréxido com o metanol (Figura 49).

CH;0 Na* ——> CH;O© + Na'

NaOH + CH;0H CH;OO + H0 + Na'

Figura 49. Formacdo do ion metéxido na catalise alcalina
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A Figura 50 mostra o mecanismo da metandlise catalisada por bases. Os
fons OCH; atuam como nucledfilos que podem reagir com a carbonila do
triglicerideo gerando um intermedidrio tetraédrico a partir do qual sdo formados
um anion do diglicerideo e o éster metilico. Posteriormente, o catalisador é
desprotonado originando o diglicerideo, também regenerando a espécie ativa que,
entdo, reagird com o metanol que estd em excesso no sistema, iniciando outro ciclo
catalitico. Os diglicerideos e monoglicerideos sdao convertidos através do mesmo

mecanismo em uma mistura de ésteres metilicos e glicerol.

CO /\'OCH:,, o2 O\ . R = grupo alquil
a) /) >K >
R R (OR R R' = _
OCOR
b) "OR + CH,OH =———= 'OCH; + ROH OCOR

Figura 50. Mecanismo de transesterificacao do triglicerideo em meio alcalino

com metanol. R= grupo alquilico e R’ = diglicerideo.

Os hidroxidos de metais alcalinos apresentam menor eficiéncia em
comparac¢ao com os metoxidos, ja que eles podem promover a saponificacdo dos
triglicerideos. Por essa razdo, os metéxidos alcalinos, como o NaOCHj;, sdo os
catalisadores mais ativos e mais utilizados em escala industrial, pois além de
reduzir o tempo de reacdo, podem ser utilizados em baixas concentracdes
fornecendo altos rendimentos reacionais (> 99 %) sob condicdes moderadas,

embora isso exija o uso de 6leos neutros e com baixo teor de agua (Dabdoub et al.,

2009).
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A maioria dos processos industriais de produgcdo do biodiesel emprega
atualmente o metdéxido de soédio (ou metilato de s6dio) como um catalisador
homogéneo. O metoxido de sodio se encontra entre os catalisadores mais ativos,
cujo emprego resulta em reagdes que se completam em tempo relativamente curto
(usualmente até 30 minutos). Ele pode ser empregado em baixas concentracoes,
proporcionando rendimentos elevados (> 99%), sob condi¢gdes reacionais brandas.
Ele pode estar presente como impureza no biodiesel preparado, devido a
purificacdo incompleta do produto (Moura et al., 2010;. Dabdoub et al., 2009). O
metoxido de sédio que é empregado comercialmente corresponde a uma solucdo de
NaOCH; em CH;0H (30% m/m). A determinacdo da sua concentragdo e da
alcalinidade da solu¢dao de NaOCHj; € realizada, indiretamente através de titulacdo
acido-base associada a titulacdo Karl-Fischer (BASF., 2010; Rizescu e Lessen.,

1974).

3.4 Objetivo

O objetivo deste trabalho se relaciona com o desenvolvimento de um método
rapido e de baixo custo para se realizar a determinacdo do metilato de s6dio numa
solucdo metandlica, mesmo que esta contenha hidréxidos metalicos, uma vez que
este tipo de solugdo é empregada na producdo do biodiesel. Estudou-se um
método espectrofotométrico, fundamentado na reacdo entre a o-santonina € o

metoxido de sédio, originando um complexo rdseo.
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3.5 Experimental

3.5.1 Materiais / Reagentes

Os reagentes e solventes utilizados eram de grau analitico, com exce¢dao do
metanol que era de grau HPLC. Foi empregada, também, uma solu¢do de metéxido
de s6dio em metanol (30% m/m Vetec) industrial e a-santonina (Sigma Aldrich)

comum minimo de pureza de 99%.

3.5.2 Solucao de metoxido de sédio padrao

Metéxido de sédio; CH;ONa; massa molar 54,02 ¢ mol™): foram preparadas
solucdes padrdao de metoxido de sddio a partir da dissolugdo de 0,9496 g de sdédio
metédlico em 250 mL de metanol (grau HPLC; teor de dgua= 0,05%). O valor da

concentracio final da solucdo padrio do metéxido de sédio era de 0,165 mol L™.

3.5.3 Soluc¢io de a-santonina

a-santonina; C;sH;g03; massa molar 246,30 g mol']): 0,1 g de a-santonina
foram dissolvidos em N,N - dimetilformamida completando-se com o mesmo

solvente para 50 mL num baldo volumétrico (8,1 x107 mol L.

3.54 Isolamento do composto colorido

O composto foi preparado a partir de 15 mL da solucdo de a-santonina, cuja
concentragdo era de 8,1 x 10° mol L' e de 5,0 mL da solucdo de metoxido de
s6dio 0,17 mol L™ que foram adicionados em um baldo volumétrico de 25 mL.
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Deixou-se o sistema em repouso por 25 minutos € o volume foi entdo completado
com metanol. Esta solucado foi transferida para um balao de fundo redondo de 25
mL. Em seguida, o composto foi secado sob vicuo a 70 °C, durante 4 horas se
empregando um rotavapor. Por fim, o produto solido obtido foi analisado

empregando diferentes técnicas instrumentais.

3.5.5 Espectrofotometro UV-visivel

Para as medi¢des de absorbancia foi empregado um espectrofotdmetro

(FEMTO 600) com cubeta de quartzo com caminho 6tico igual a 1,000 cm.

3.5.6 Espectrometro de massas

O espectro de massa foi registrado com o emprego de um espectrometro de

massa Quattro micro API da Waters (utilizagdo do aplicativo MassLynx).

3.5.7 Espectrofotometro infravermelho

Foram obtidos os espectros de FTIR do produto colorido em pastilha de
KBr, através da acumulacio de 32 varreduras, empregando-se um
espectrofotdbmetro Bomem MB-Series, ao longo do intervalo de 4000-400 cm™ e

com resolucdo igual a 4 cm™.
3.5.8 Micropipetas
Foram empregadas micropipetas Eppendorf (10-100 uL) e Prolina Biohit

(100-1000 pL).
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3.5.9 Balanca

Balanga analitica digital QUIMIS modelo 500L210C, £+ 0,0001 g.

3.6 Resultados e Discussao

O método proposto se baseia na formac¢do de um composto réseo, obtido
através da reacdo entre o metoxido e a a-santonina. A reacdo do CH30 com o C(1)
da a-santonina resulta na formacdo de um intermedidrio (Edward et al., 1978) que
reage com outra molécula do intermedidrio, resultando na formagao do produto de
cor rosa que apresenta absorbancia maxima em A= 500 nm. O esquema da reacdo

proposto para a formagdo da espécie rosa estd indicado na Figura 51.

OCH,

MNaO

Figura 51. Sequéncia reacional para a formacao do composto réseo.
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A reacdo entre a oa-santonina e o metoxido foi confirmada através da
espectroscopia de massa e de FTIR. O espectro infravermelho da a-santorina pura
foi comparado com o espectro do composto formado (Figuras 52 e 53). O espectro
infravermelho da o-santorina pura apresenta uma banda em 1786 cm’,
correspondente a carbonila cetonica. Apds a ocorréncia da reacdo, esta banda
desapareceu completamente. No produto € observada a presenca de uma banda
grande e larga em 3398,3 cm™ que pode ser atribuida a carboxila do composto
final. A banda em 1647 cm™ correspondente ao estiramento do carbono carbonilico
do 4cido carboxilico, que apareceu no espectro de IV em valor menor do que ao
referente ao estiramento da carbonila do grupo cetdnico. No entanto, esta banda
estava ausente na o-santonina pura. A banda em 1400 cm’ é justificada pela
ligacdo COC (Sahoo et al., 2011) entre duas moléculas de a-santonina. Além disso,
o espectro de massa molecular do composto formado (579) também sugere que
ocorre a condensacido da o-santonina, na presenca do metdxido (Figura. 54) e a
tabela 8 indica as presencas de vdrios fragmentos de massa originados apos a

sintese do composto rdseo.

Transmittance

T T T T T T T T
o 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 400

WwWave Number / cm |

Figura 52. Espectro de FTIR da a-santonina pura.
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Figura 53. Espectro FTIR do composto formado na reagao entre a-santonina e

metoxido.

302.5
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Figura 54. Espectro de massas do produto colorido da reacio entre a-santonina e

metoxido
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Table 8. Fragmentos de massa do composto roseo formado.

No Massa molar FOrmula molecular FOrmula estrutural

C¢H»;,0
1 279,15 107723
5 286,34 C](,H23N303
2 301,14 C1sH2:Na0,

C,cH,;NaO
4 318,34 1652 NS

7
5 452,51 CasH;3NaOg o ©
_O
HsC o7 ~OH

3.7 Curva analitica.

Foram adicionados em baldes volumétricos de 10,00 mL, diferentes volumes
da solucdo padrao de metilato de sodio (120, 150, 180, 210 e 240 pL), sendo que
em seguida foi adicionado 1 mL de o-santonina (8,1x10™ mol L™). Os frascos com
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as solucdes foram mantidos em repouso por 25 minutos. Em seguida, o volume foi

completado com metanol (grau HPLC) e as medicdoes de absorbancia foram

realizadas, empregando-se A= 500 nm. Os resultados foram obtidos a partir de

diferentes concentra¢des de solu¢des-padrao do metdxido de sddio (Tabela 8).

Tabela 9. Valores de absorbancia de diferentes concentracdes de solugdes padrado

de metdxido de sdédio a 500 nm.

Solucdo Concentra¢ao (mol L'l) Absorbancia
1 2,00x107 0,274
2 2,50x107 0,338
3 3,00x107 0,428
4 3,50%x107 0,520
5 4,00x107 0,582
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0.002 0.274
0.60 0.0025 0.338
0.003 0.428
0.0035 0.52
0.55 0.004 0.582
0.50
©
‘5 0457 Linear Regression for Data1_B:
o Y=A+B*X
2
o 0.40 Parameter Value Error
(7]
2 A -0.05040.01997
0.35 - B 159.6 6.47868
R SD N P
0.30
0.99754 0.01024 5 1.46643E-4
0.25
T T T T T T T T T
0.0020 0.0025 0.0030 0.0035 0.0040

Concentragao mol L-1

Figura 55. Curva de calibracdo para diferentes concentracdes de solugdes de

metoxido de sodio.

Uma concentragdo igual a aproximadamente 2,50x10~ mol L™ foi obtida a
partir de uma solu¢@o 1% m/m de metéxido de sodio, que foi preparada a partir de
uma solu¢do de metoxido de s6dio 30% m/m em metanol. Para se preparar uma
solucdo de metoxido de sddio (1% m/m), foram adicionados 0,3300 mL de solucao
de metéxido de sédio (30% m/m) em um baldo volumétrico de 10 mL. O volume
foi completado com metanol de grau HPLC. Em seguida, foram retiradas aliquotas
de 140 uL desta solucdo (2,50 x10”° mol L") e se adicionou este volume em quatro
baldes volumétricos de 10 mL e mais 0, 10, 20, e 30 ul. de dgua deionizada,
agitando-se bem. Adicionou-se entdo 1 mL de solu¢do de a-santonina cuja
concentracio era igual a (8,1x10” mol L") e se aguardou até 25 minutos. Em

seguida, completou-se o volume com o metanol. A absorbancia foi registrada apds
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5 minutos, a 500 nm (Tabela 9 ). Por essa tabela podemos ver que o hidréxido

formado, pela reacdo de 4gua com metoxido, ndo reage com a a-santonina.

Tabela 10 . Absorbancia de diferentes solu¢des preparadas a partir de uma solugdo

padrao estoque de metoxido de sodio 1%.

. Con Conc Final Conc”
Agua .
Agua Initial aprox. Pela curva
Soluca | adiciona .
q /107 aprox. CH;O Abs CH;0O
0 a
mol CH;0" |[/10”mol L’ / 10~ mol
/uL ; |
/ 10" mol L
!
0 0 0 2,50 2,50 0,301 2,20+0,04
1 10 0,56 2,50 2,15 0,260 1,94+0,06
2 20 1,11 2,50 1,85 0,223 1,71+0,05
3 30 1,66 2,50 1,54 0,186 1,48+0,04

“ Médias de trés determinacdes.

3.8 Efeito do tempo

A reacdo se completa em cerca de 25 minutos, a 25 °C, o que foi verificado

pelo aumento de absorbancia até este tempo, diminuindo gradativamente a seguir.
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Tabela 11. Estabilidade do composto réseo formado em relacao ao tempo.

Solucdo de Tempo / minutos Absorbancia

metoxido 5 0,180

10 0,290

15 0,330

20 0,338

2,5%x10° mol L™ > O
30 0,320

40 0,311

50 0,280

60 0,199

3.8.1 Efeito da temperatura.

O efeito da temperatura foi também investigado de 25 ° C até 60 ° C. Notou-
se que a cor € obtida rapidamente quando a solugcdo € aquecida, sendo que a
temperatura ambiente a cor € estavel durante 25 minutos, enquanto que para
valores mais elevados de temperatura o composto se decompde mais rapidamente
(3 a 5 minutos). Devido a esta razdo, o valor de temperatura igual a 25 °C foi

selecionado para se realizar os experimentos.
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3.9 Conclusao

O método proposto para se realizar a determinag¢do de metoxido de sédio €
simples e sensivel. O reagente empregado neste método € muito seletivo para
metoxido de sdédio em presenca do hidréxido de sddio em solu¢ao de metanol.

O método desenvolvido oferece vantagens tais como: utilizacao de pequenas
quantidades de produtos quimicos, confiabilidade, simplicidade e rapidez além de
custo baixo. O método proposto pode ser aplicado com sucesso para se realizar a

determinacao da concentracdo da solu¢do de metdxido de s6dio em metanol.
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