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DETERMINATION OF CARBARYL BY ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT AS-

SAY) AND HPLC WITH PHOTODIODE ARRAY DETECTION. ELISAs have been applied to
pesticide residue analysis due to their high sensitivity and selectivity. However, some ELISAs
performance may be affected by matrix components. In this work, ELISA for carbaryl in water
samples was checked for interference by naturally occurring fulvic acids. The results suggested
that the high fulvic acid concentration &30 mg L) and acidic pH conditions (pH 4.0) interfere
with the signal detection decreasing the method sensitivity. A dilution of the samples and adjust to
pH 8.0 are appropriate to minimize the matrix interferences in the ELISA method. Good correla-
tion between ELISA and HPLC-DAD results was observed.

Keywords: ELISA; carbaryl; fulvic acids.

INTRODUCAO A determinagdo de pesticidas em aguas naturais, solos e se-
dimentos geralmente é complexa, exigindo véarias etapas de ex-

Grande parte da matéria organica contida no solo e em aguasicio eclean-updas amostras, além de equipamentos sofistica-
naturais encontra-se como substancias humicas (SH). Essass, tornando a andlise cara e demorada. Isto é devido as etapas
substancias s&o uma mistura complexa de moléculas com alte purificacéo e, as vezes, a necessidade de derivatizacdo dos
peso molecular, semelhantes entre si e formadas pela decomempostos a serem analisa¥s Em decorréncia da intensa
posicéo biolégica e enzimatica de vegetais no's@&o trans-  aplicagiio de pesticidas e da crescente conscientizagdo social,
portadas as aguas naturais por processos de lixiviagdo, e/@Huitos programas de vigilancia e controle cada vez mais rigoro-
podem também ser formadas diretamente no meio aquatico p@bs estéo surgindo. Para tal, é necessario o uso de técnicas menos
decomposicdo de plantas e organismos aquaticos. O interesgghoriosas, que permitam a andlise de um grande nimero de
por substancias himicas aquaticas (SHA) deve-se ao papgahostras e que, se possivel, sejam feitas o mais perto do local
desempenhado por elas nos ecossistemas aquaticos em razfo coleta. Embora muitos métodos cromatograficos continuem
da multiplicidade de grupos funcionais comuns, por exemplopredominando, novas metodologias para anélise de residuos de
fendlicos e carboxilicos os quais séo responsaveis pela excepesticidas em amostras ambientais vém sendo desenvolvidas
cional reatividade do materfal rapidamente nos Gltimos 10 ahb¥ Nesse aspecto, as técnicas

A definigdo operacional de SHA esta baseada nos métodagnunoquimicas (imunoensaios) e as que empregam os biossen-
de extragdo e sdo classificadas em termos de solubilidade esares estdo sendo muito utilizadas. As razdes da demanda s&o a
solugBes acidas e basicas. Acidos himicos (AH) s&o a frac8sita seletividade, facil manuseio e a sensibilidade, que pode
de SH insoluvel em pH < 2; acidos fllvicos (AF) séo a fragdochegar a partes por bilhdag L) e até mesmo a partes por
solivel em todo intervalo de pH. Thurman & MalcBldefini- ~ trilhdo (ng L1314
ram SHA como a porg&o ndo especifica, amorfa, constituida de Existem vérios tipos ou formatos de imunoensaios e um
carbono organico dissolvido (COD) em pH 2,0 e adsorviveldeles,enzyme-linked immunosorbent assBiSA, esta sendo
em coluna recheada com resina XAD 8 com altos valores deada vez mais utilizado para quantificag&o de pesticidas, como
coeficiente de distribuicdo. A matéria organica retida pela retécnica complementar aos métodos cromatogréficos tradicio-
sina ¢ eluida com solugdo de NaOH 0,1 md| bbtendo-se  nais. Por apresentarem alta seletividade e sensibilidade, os tes-
assim, o extrato alcalino de material organico chamado de SHAes ELISA, baseados na reagdo entre antigeno e anticorpo,

As interagBes das SH com compostos organicos antropog@odem ser adequados & anélise de contaminantes organicos em
nicos, por exemplo os pesticidas, estéo relacionadas com efej4rios tipos de amostr®#s'® Uma das vantagens é que os tes-
tos de adsorcdo, efeitos solubilizantes, hidrélises, processags ELISA podem ser feitds situ e para um grande nimero
microbiolégicos e fotossensibilizante® efeito solubilizante de amostras simultaneamente. Varios estudos mostram exce-
do material himico sobre compostos organicos pode desempgnte correlacdo com os resultados obtidos por cromatografia e
nhar importante papel na disperséo, mobilidade e transportgor ELISA'. Entretanto, por se tratar de uma técnica nova, ha
desses produtos no ambiente aquétic&studos de fotodegra- necessidade de se avaliar a aplicabilidade do método para di-
dacéo de pesticidas carbamatos sugerem que os acidos humie@ssos tipos de amostras ambiertaid
atuam como catalisadores, aumentando a velocidade de degra- Um ensaio imunoquimico s6 pode ser considerado totalmen-
dag&o dos pesticidhs te otimizado apds minucioso estudo dos efeitos exercidos por
alguns parémetros fisico-quimicos sobre seu funcionamento. O
aspecto mais importante, é que estes efeitos podem ser
e-mail: ilda@labpesq.quimica.ufpb.br minimizados, ou eliminados, obtendo-se ensaios com 6tima
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sensibilidade (ng t). Neste sentido, os principais objetivos e um leitor de placas (fotdmetro Multikskan Plus MK Il) também
deste trabalho foram) avaliar a influéncia (efeito matriz) das foram empregados. Todas as solugdes-tampéo foram preparadas
SHA na determinagdo do pesticida carbaril utilizando testeem agua deionizada. Sais, acidos e peréxido de hidrogénio foram

ELISA; ii) avaliar a influéncia da luz solar e presenca dede
himicos na formacao do 1-naftol, principal produto de trans-
formacdo do carbaril.

1.
MATERIAIS E METODOS

Amostra

Amostra de &agua superficial foi coletada do coérrego
Itapitangui localizado na bacia 54 — Ribeira do Iguape, muni-
cipio de Iguape, litoral sul do estado de S&o Paulo. Apos cole-
ta, a amostra foi acidificada até pH 2,5 com solugéo de HCl g
armazenada em frascos plasticos. Antes da extragdo, a amostra
foi filtrada em papel qualitativo para remocao de soélidos e
particulas suspensas. Em seguida, cerca de 330 litros de agua
foram passados, por gravidade, a uma vazdo de 4 mt: min
através de colunas de vidro, dispostas em série, contendo as
resinas XAD 7 e XAD 2 (Serva Feinbiochemica Gmbh & Co,
Germany§®. O material organico foi eluido com solucéo de
NaOH 0,1 mol [ e posteriormente acidificado até pH 1 para
o fracionamento em AH, que precipitam, e em AF que perma-
necem em solugéo. As fracdes de AH e AF foram dialisadas
contra agua Milli-Qplus (Millipore, Molsheim, France) e
liofilizadas, obtendo-se 14,0 g de AF e 4,0 g de AH. Neste
trabalho, utilizou-se a fragdo AF.

5.
Andlise cromatografica do carbaril
6.

Todos os solventes utilizados foram de grau residuo
(Mallinckrodt), previamente filtrados em membranas de 0,45 mm
de diametro de poro. A agua deionizada foi de grau Miflji-Q -
produzida a 18,2 K2 cnil. Para a eluicdo cromatografica, utili-
zou-se também agua grau CLAE (Merck). As solucdes de
carbaril foram preparadas a partir de um padréo de referéncig
certificado (99,4% de pureza, MM = 201, Dr. Ehrenstorfer, Ale-
manha). Uma solucéo estoque (1000uig') foi preparada a
partir da dissolugéo de quantidade exata do principio ativo erg
metanol. As solucdes de trabalho (entre 0,001 e 20,0LAY
foram preparadas imediatamente antes do uso, a partir da dilui-
¢do da solucéo estoque com metanol a um volume apropriadgg.
O mesmo procedimento foi adotado para o preparo das solugfes
estoque e de trabalho do 1-naftol (99,8% de pureza, MM = 144,
Dr. Ehrenstorfer, Alemanha).

Para as analises cromatograficas, foi utilizado um sistema
cromatografico Waters CLAE, consistindo de uma bomba

grau analitico (Merck).

Os imunoreagentes e demais solugcBes foram preparadas
como descrito abaixo:

Solucéo estoque de carbaril a 10 mmdi. LPreparada por
dissolucéo do padrdo em dimetilsulféxido (DMSQ) e arma-
zenada a %&; solucdes de trabalho (1 nmat). por dilui-
¢do da solucao estoque com DMSO antes do uso.

2. Curva padréo para carbaril.Uma diluicdo sequencial (fa-

tor 1:5) da solucdo de trabalho (1 nmot)Lfoi efetuada,

de modo a obter concentracdes variando de 35.46
1,3.10% nmol L do pesticida.

Anticorpo policlonal anti-carbaril e antigeno de recobrimento
Os imunoreagentes foram fornecidos pelo Prof. Dr. Bruce D.
Hammock do Departamento de Entomologia da Universidade
da Califérnia, Davis, USA. O anticorpo policlonal R2114 foi
extraido do soro de coelhos imunizados com 8-KLH, obtido
da reagéo de conjugagédo entre (1-(5 carboxipentil)-3-(1-naftil)
uréia e a proteinkeyhole limpet hemocyani(KLH). O
antigeno de recobrimento, 5-CONA, foi sintetizado pelo aco-
plamento covalente do acidd(2-naftol)-6-amino-hexandico
com a proteina conalbumina (CONA). A sintese destes com-
postos foi previamente descrita por Marco etal.
Anti-anticorpo de coelhoExtraido de cabra [Goat anti-
rabbit - 1gG-horseradish peroxidase (Anti-lgG-HRP)], for-
necido por Sigma (catalogo numero R2004, St. Louis, MO).
Substancia cromégenaMB 0,6% (3,3,5,5'-tetramethyl-
benzidina) em DMSO.

Tampao de recobriment&olucdo tampéo de carbonato (pH
9,5) preparada por dissolucdo de,08@&; (0,795 g) e
NaHCG; (1,465 g) em 500 mL de agua.

. Tampéo PBS (solugéo salina tamponada, pH.7/5¢para-

da por dissolucdo de NacCl (8 g), KCI (0,2 g), &1, (0,2

g) e NaHPQO, (1,15 g) em 1 L de agua.

Tampéo do imunoensaio, PBST (também usado como solu-
¢do de lavagem)Solugcédo de PBS, contendo 0,5% Tween
20 (Sigma).

Mistura substrato-cromégend?reparada imediatamente
antes do uso, misturando-se 400 TMB, 100 pL H,0O,

1% e 25 mL de tampdo citrato-acetato (pH 5,5).

Solugédo de interrupcdo da reacad.reacdo enzimatica foi
interrompida por adicdo de solucdo dgSB, 4 mol L.

Protocolo ELISA para carbaril

Inicialmente, as cavidades das placas foram cobertas com

quaternaria (modelo 600-MS), acoplada a um detetor por ari00 ulL/cavidade da solugdo de antigeno (Qgt5-CONA por

ranjo de diodos (AD) Watet¥ (modelo 996, Milford, MA, mL

de tampéo de recobrimento), seguida por incubacao durante

Estados Unidos), e um sistema injetor do tipo Rheodyne de&ma noite a 4C. Amostras reais ou fortificadas e as solucées
volume fixo de 20uL (California, Estados Unidos). A coluna padrédo (curva de calibragdo) foram pré-incubada¥Cacém o
cromatogréfica utilizada foi de ago inoxidavel, em fase reversaanticorpo policlonal R2114 (diluicdo 1/32000 (v/v) em PBST)

Zorbax SB-Gg (Rockland Technologies Inc., Holanda) de 15 em microtubos. Ap6s o periodo de incubagdo, um volume de
cm x 4,6 mm d.i., recheada com particulas garbde didme- 100 pL dessas solugdes (amostras e padrdes) foram adicionadas
tro. Como fase movel utilizou-se mistura de acetonitrila-agua & cada cavidade da placa, previamente lavada com tampado PBST,
uma vazdo de 1,0 mL mifn com programacdo de gradiente permanecendo em repouso por 30 min a temperatura ambiente.
para decréscimo de polaridade, com variagcéo de 20 até 100®m seguida, foram adicionados 1@Q de anti-lgG-HRP
de acetonitrila em 20 min. O comprimento de onda utilizado, oanticorpo anti-lgG, 1/6000 (v/v) em PBST) a cada cavidade.
de méaxima absor¢do do composto, foi de 200 nm. Apo6s 1 hora de repouso, a placa foi lavada com PBST @100
da solugdo de substrato-cromoégeno foram adicionados. A reacao
enzimatica (desenvolvimento de coloragéo) foi interrompida com
adicdo de 5QL/cavidade da solugcdo de$, a 4 mol L* apés

Os ensaios ELISA foram feitos em placas de poliestireno con80 min de reacédo. As absorbancias foram imediatamente lidas a
96 cavidades de base conica (Nunc, Maxisorb), recobertas codb0 nm. As concentracdes do antigeno de recobrimento e do
fitas adesivas de acetato de 8,3 x 13,3 cm. Pipetas multicana@ticorpo policlonal foram previamente otimizadas por meio de
automaticas de varios volumes, de @, 5até 100QuL, microtubos  um experimento 2D, descrito a seguir. A Figura 1 apresenta as
e cubetas de poliestireno foram utilizados para o preparo de solestruturas dos imunoreagentes usados nesse trabalho, bem como
¢des e transferéncia de volumes. Lavador de placas (SLT 96PWm esquema do formato ELISA desenvolvido.

Imunoensaio ELISA para carbaril
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Influéncia do pH e da concentragdo de acidos fulvicos

Solucdes de trabalho contendo 30,0 e 6,0 nigde AF e
solugBes controle (sem falvicos) em pH 4,0 e 8,0, foram
fortificadas com solucdo estoque de carbaril, obtendo-se con-
centracbes entre 0,001 e 20,0uig. A analise do carbaril foi
feita por ELISA.

57 carbaril

Influéncia da luz solar

2% anticorpo anti
IGz- HRP

}) antigeno de recobrimento o subsuawo foram colocadas em frascos Pirex com tampas plasticas. Uma
5-CONA TMB-E202 série foi exposta as condicbes ambientais (luz solar e tempera-
. B tura ambiente em torno de €9 e outra foi mantida sob refri-
‘- anticorpo B2114 s¢  produtos celoridos geracdo a %C (ao abrigo da luz solar). Durante 120 minutos, a

Aliquotas de 250 mL, das solugbes anteriormente descritas,

cada 10 minutos, foram retiradas aliquotas de 10 mL de todas
Figura 1. Esquema do imunoensaio ELISA para andlise de carbaril. as amostras para a quantificacdo de carbaril por ELISA e
CLAE-AD. As amostras analisadas por CLAE-AD foram pré-
concentradas em cartuchos RP-18 (500 mg - LiChrolut Merck)
e eluidas com DMSO, obtendo-se fator de concentra¢do de 20x.

ApOs selecdo dos imunoreagentes (anticorpo e antigeno), as .
solugBes-estoque foram preparadas e, em seguida, acondiciorRESULTADOS E DISCUSSAO
das a - 28C. As solugdes de trabalho foram preparadas antes do
uso, e guardadas em geladeira por no maximo uma semana. A A andlise de contaminantes organicos em solos e aguas
medida que os imunoensaios iam sendo realizados, como se treentendo altos teores de matéria organica, em especial materi-
tam de solucdes bioldgicas, estas tenderam a perder sua atividal-himico, apresenta dificuldade adicional devido ao efeito ma-
de com o tempo. Assim sendo, um experimento paralelo ertriz. Este efeito pode ser observado principalmente nas etapas
duas dimensbes (Experimento 2D) foi realizado, aplicando-se de extracéo, pois o material himico, sendo solivel na maioria
mesmo imunoensaio, e utilizando-se diferentes concentragdes d@®s solventes utilizados, dificulta a remogdo do analito da
antigeno e diferentes diluicbes do anticorpo. Evidentemente, cormatriz. Quando se utiliza cromatografia liqguida com detetor
o tempo de uso, as quantidades utilizadas dos dois imunore&dV-VIS, o maior problema esta na etapa final de detecgéo do
gentes tenderam a aumentar para garantir a sua eficiéncia. P&®@alito, pois as substancias humicas absorvem fortemente abai-
exemplificar, na Figura 2 tém-se as tipicas curvas para estabelso de 400 nm, mascarando o composto a ser deternfinddo
cimento desses valores de concentragdes, utilizando-se os me®so de ensaios tipo ELISA, o sinal analitico ¢ dado pela
mos imunoreagentes, no primeiro dia de preparo da solucio egbsorbancia de produtos coloridos formados a partir das intera-
toque (Figura 2a), e apds 30 dias (Figura 2b). As melhores corgdes antigeno-anticorpo.
centragbes foram aquelas que, ao final do ensaio, a absorbanciaFatores como a presencga de cations e anions, tempo de re-
encontrada foi de 1,0. Para manter a eficiéncia do ensaio, @¢do, pH e conteddo de matéria organica podem ser responsa-
experimento 2D foi realizado mensalmente. veis pelo efeito matriz interferindo nas reagdes imunoquimicas.
@ Em geral, o efeito matriz produz diminui¢@o da intensidade de
coloragdo (absorbancia), levando a resultados errdneos, uma
vez que o desenvolvimento de coloragdo é inversamente pro-

Experimento 2D

/f»f///’*r' | zngoﬁrzzﬂo * p_orcional f_’}1 concentraqéo_do anaﬂ?’toTz_al efeito p(_)de ser de-

- e | o vido a, unido nado-especifica do analito & matriz, unl:?lo nao-

g B o meoo b, e_specq‘lca da matriz ao anticorpo ou conjugado enzimatico, ou
£ /v/" A 1j4000 " ainda a desnaturacdo do anticorpo e/ou conjugado enzimaético.
2 A e o4 tmooo * As curvas de calibragdo séo feitas com solugdo do antigeno em
o o 1/32000 diferentes concentracdes. Assim, obtém-se curvas “dose-respos-

% 1764000 ta” do tipo sigmoidal com um intervalo linear de trabalho e a

- . . melhor sensibilidade. Em amostras ambientais, h4 uma tendén-

d 2 3 2 5 s cia de superestimar a concentracéo do analito, determinada por

Conc. Antigeno {ug/imL) ELISA quando comparado a métodos cromatograftcos
30 (b) Em estudos de otimizacdo de ensaios ELISA, ndo se pode
. = deixar de considerar que em amostras de aguas reais sdo en-
. -

— ? Diuigses do  [——x contrados varios compostos, especialmente matéria orgénica

x-——— N |
Anticorpo
4+ —4 3

que, de alguma forma, influem na determinacdo do analito. Por
!

2.0

o //// e w000 v isto, neste experimento foram cons_tr_uidas curvas padrr_Slo _(dose-
3 154 / /.// - _:*_xiggg s _resposta) com gmostras de AF f_ortlflcadas com carbaril, inclu-
o /" /:/,//4 e moo0 " indo uma solucéo controle negativo. Quando uma amostra apre-
210 "*f/‘?‘ ///’1‘ —+—1/16000 | senta efeito matriz, que influencia fortemente a rea¢do de com-
| 7 /-/ ,—:figgggl peticdo de um ELISA, obtém-se curvas “dose-resposta” nao
0.5 L--—---- ‘ paralelas as curvas padrdo, sendo necessario entdo, um estudo

0.0+ T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6
Conc. Antigeno {pg/mL)

adicional para desenvolvimento de um procedimento de prepa-
racdo da amostra. O efeito matriz pode também ser avaliado
pelo valor do coeficiente de inibicdo a 50%,dCque é o

Figura 2. Experimento 2D (em duas dimensdes) para determinagadP@rametro utilizado para se avaliar a reprodutibilidade e sensi-
das concentragdes do antigeno de recobrimento (5-CONA) e d@ilidade do método. Este valor representa a concentragéo de
anticorpo policlonal R 2114(a) 1 dia de preparo dos imunoreagen- analito capaz de reduzir em 50% a absorbancia da solugéo
tes; (b) 30 dias ap6s o preparo dos imunoreagentes. controle negativo (padrao).
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Influéncia do pH e concentragcdo de AF Este fendmeno sugere interagées ndo-especificas entre o materi-

] o ~al humico e os reagentes biol6gitbs
Em ensaios ELISA, o pH do tampé&o influi tanto na sensibi-

lidade como no sinal analitico (absorbancia), principalmente ]
durante a etapa de competicdo. Enquanto o paralelismo ddgibela 1.Valores de IG para amostras de carbaril e AF-
curvas “dose-resposta” do padrdo e das amostras se mantéf@rbaril em funcéo do pH e da concentracéo de AF.

um deslocamento para a direita (perda de sensibilidade), ou pAmostra (abrigo da luz solar) 6 (ppb)
para a esquerda (aumento de sensibilidade), indica a necessi-cgntrole negativo (tamp&o fosfato) 0,8
dade de se preparar curvas de calibragdo com a matriz ou in-pp - 30,0 mg t* (pH 8,0) 12,2
troduzir uma etapa de purificacdo da amostra. Quando um efei- o = 3q mg Lt (pH 4,0) 26.5
to matriz influencia fortemente a reagdo de competicdo de um = 6 mg -t (pH 8’0) 1'4
ELISA, obtém-se curvas “dose-resposta” ndo paralelas, sendo = 6 mg L (pH 4’6) 2:3

necessario entédo, otimizar-se o procedimento de preparacéo da
amostra. Tal efeito pode ser visto na Figura 3, onde tém-se as
curvas de calibracdo de carbaril em tampdo PBST e em solu-
¢cBes de AF com concentracdes de 6,0 e 30,0 thgem pH
4,0 e 8,0, preparadas no momento da analise.

Com a mudanga do pH, a distribuicdo das espécies carre-
gadas nos sitios de ligacao do anticorpo e do analito é altera-
da, variando assim a contribuicdo das interacfes eletrostaticas
na estabilizagdo do imunocomplexo. Esta situagdo é comple-
Xa pois, pode ocorrer que a constante de afinidade anticorpo-

1,25 [

IR \ pH4D analito, Ky1, seja maior que % (humico-analito), induzindo
1,00+ 0 anticorpo a reter o analito. Os outros reagentes, como o
X ol tracador enzimatico, também podem participar dessas intera-
0,754 cBegs. Além disso, alguns autores ja demonstraram a exis-

= solugdo-controle . ~ ~ o
4 téncia da relacdo entre protonagdo dos grupos carboxilicos
4 [AF]=300mg L

0.50 5 presentes nos acidos fulvicos e a adsorgédo de pesticidas. Em
+ [AF]=60mg L0 pH abaixo de 4,0, os &cidos falvicos tornam-se aniénicos mu-
'\\% dando sua configuracdo para uma estrutura “aberta”, com o
que diminuem as forcas de interacdes entre humicos e as mo-
léculas do pesticid4?> Com a diminuicdo do pH, a carga

sobre os polimeros das substancias humicas dissolvidas é re-
(RUE S B pH 5.0 duzida criando um ambiente apdfar

u
i \\
075 - \ Influéncia da luz solar

Os resultados, da analise do carbaril pela técnica ELISA,
0,50 mostram a rapida degradacéo do pesticida carbaril em cerca de
10 min de reacgdo, nas aliquotas contendo AF em comparacédo
com as solugdes controle sem AF. Alguns autores creditam

0,254

i n a

—x - ~

Abszorbincia

0,25 S A o .
R ) . este efeito a presenca de substancias humicas, conhecidas por
i i I P sua capacidade de atuarem como catalisadores na formacao de
0.00 e : e produtos de degradacdo em &guas nafifthigste efeito pode
-3 -1 3 5 . .
10 10 10 10 10 ser observado na Figura 4, onde nota-se uma baixa recupera-
Concentrago de Carbari, nmol I ¢do do carbaril (cerca de 25%) em solugBes controle somente

ap6s 90 minutos de reacao.

Figura 3. Influéncia do pH e da concentracdo de AF. Curvas de
calibracdo de carbaril (25000 a 0,013 nmol*)Lem solugao-controle
(tamp&o PBST 0,05%, pH 7,5) e em solucdes de AF (6,0 e 30,8 emg L
pH 4,0 e 8,0).

04

.

100 4 .
7?~ ; PH B0

Carbaril

Recuperag
&

solugdo-controle (sem AF mantida ac abrige da iz solar)

Os formatos das curvas referentes as solugdes de AF-carbaril .8 : q1
indicam a forte influéncia da concentragéo de AF, diminuindo a g 50qF :

absorbancia a valores abaixo de 20%. Independentemente do pH,* : :

a amostra contendo teor de AF superior a 30,0 thgdo for- : :

neceu nenhuma resposta ao teste ELISA, o que refletiu o forte s :

efeito deste material organico sobre a eficiéncia do ensaio. Ja : HI

em concentragdes mais baixas de AF (6,0 My & efeito matriz 6l :

ndo é tao significativo, notando-se um pequeno deslocamento 0 in 30

das curvas de solucdes de AF para a esquerda em relacéo a Tempo, minutos

curva padrdo, com concomitante perda do paralelismo entre as

curvas, indicando perda de sensibilidade. Observa-se uma ten-

déncia de superestimar a concentracdo de carbaril (diminuicdo )

da absorbancia), em vez do esperado decréscimo, possivelmente ~ FZZ2 solugdo-controle (sem AF exposta & huz sclar)

devido a adsorcdo do pesticida pelo material himico. Este com- [ solugic carbaril-AF (mantida 2o abrige da luz solar)
portamento pode ser resultado do efeito matriz proveniente dos . ‘ ;

elevados teores de matéria organica, particularmente em baixas  EEER soligio carbanl-AF (exposta a luz solar)

concentracdes do analito, podendo levar a resultados falso-posiigura 4. Porcentagem de recuperacéo de carbaril em amostras con-
tivos'®2 Pode-se observar na Tabela 1, que a sensibilidade dgole (sem AF) e em solucdo de AF (30,0 mY Heterminada por
método diminui & medida que aumentam os valores dg¢ IC ELISA ap6s exposicdo a luz solar.
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O principal produto da transformacédo do carbaril é o 1-CONCLUSOES
naftol, e a velocidade de degradacdo do carbaril para gerar
esse produto de degradagio é acelerada na presenca de subsAs técnicas imunoquimicas podem ser alternativas adequa-
tancias humicds Tal interpretacdo veio dos resultados nega-das para a determinagdo de carbaril em aguas naturais, mes-
tivos, para carbaril, com os testes ELISA e por CLAE-AD mo que contenha altos teores de matéria organica. Utilizan-
(Tabela 2), apds 60 minutos de contato entre o analito e odo-se o teste ELISA desenvolvido para a determinagéo de
acidos fulvicos. carbaril em aguas foi observado que os resultados sao mais
dependentes da concentracdo de AF que dos valores de pH.
~ . N Quando presentes em altas concentracfes, estes acidos influ-
Tabela 2. Secuperagao (%) de carbaril em solucbes de AFgnciaram na determinacdo de carbaril por ELISA, levando a
(30,0 mg L) por CLAE-AD. superestimagdo da concentracdo do analito, por inibicdo do
Tempo de contato abrigo da luz solar luz solar sinal analitico (absorbancia).
Os resultados aqui obtidos, em solu¢gdes contendo 30,0 mg

0 mif‘ 100 100 L? de AF (Tabela 1), mostraram perda significativa na sensi-

10 min 100 25 bilidade do método, quando comparados aos valores da solu-

38 min ig ”-g ¢éo controle (sem AF). A rpida formacado do principal produ-
min n.

to de transformacédo do carbaril, o 1-naftol, pode ter como cau-
n.d = ndo-detectado. sa um possivel efeito catalisador devido aos teores de AF nas
solucdes de trabalho. Tal efeito pode ser comprovado pelos
) resultados negativos para carbaril (CLAE-AD) apds 30 minu-
Na Tabela 2 estdo listados os valores de recuperacdo dgs de contato entre o analito e AF (Tabela 2). O aparecimento
carbaril obtidos por CLAE-AD em amostras controle (sem AF)de um pico com tempo de retencéo caracteristico do 1-naftol,
e solugdes contendo AF. Ficou evidente que o tempo de CORrem reforcar a hipétese da acdo catalisadora da presenca de
tato do pesticida com o material himico e a presenca de IUAF na degradacédo do carbaril (Figura 5).
solar aceleraram a velocidade de degradacdo do composto. As analises de carbaril por ELISA, podem ser feitas dire-
Devido ao elevado teor de AF na dgua analisada, a transform@ggmente nas amostras de aguas contendo material htmico,
¢do do principio ativo, dando origem ao seu principalsem necessidade de etapas preliminares, bastando fazer o
metabdlito, o 1-naftol, foi extremamente rapida. ajuste das solucdes para pH entre 8 e 9 e/ou diluicdo da
A forte interacdo carbaril-AF, que propiciou a sua degradaamostra, até cerca de 6,0 mg de AF. Tais medidas s&o
¢éo rapida, explica a presenca do 1-naftol observada nas amogaficientes para minimizar o efeito matriz. A eluicdo da
tras que continham o material htmico, analisadas apos esgfnostra com DMSO causou diminuicdo da sensibilidade da
periodo. A Figura 5 mostra os cromatogramas do carbaril e ltscnica CLAE-DAD (em torno de 25% em relacdo aos
naftol de uma amostra contendo AF ap6s 30 minutos de corcromatogramas obtidos com solucdes de padres dissolvidos
tato e protegida da luz solar. Ainda nesta figura pode-se notasm metanol), devido ao alargamento do pico do solvente,
que o pico referente ao 1-naftol € mais expressivo que 0 piCRygo no inicio do cromatograma, mas permitiu minimizar a
do carbaril indicando, portanto, que metade do carbaril havi%terferéncia dos AF que absorvem fortemente na regiéo de
se decomposto nesse periodo. Resultados semelhantes foramg nm.
observados por Bertrand e Barcglque sugerem que a degra-  Assim, pode-se dizer que a quantidade de matéria organica,
dacéo do carbaril, tanto no solo quanto na agua, esta associadg caso de AF, presente na amostra de agua foi a principal
a presenca de luz solar e de bactérias, além do fato de esf@te de erro na analise de carbaril, levando a interagdes nao-
fortemente ligado a matéria organica, o que favorece a sugspecificas entre AF e os reagentes enzimaticos.
rapida degradacdo. Ainda segundo esses autores, o tempo de
meia-vida desse pesticida depende das condi¢des ambiemg&%RADECIMENTOS
(pH do meio, temperatura, presenca de luz, chuva, etc.), e pode
variar de 7 dias em solos aerobicos, até 28 dias, em so0l0S |45 A S. Toscano e Gilvanda S. Nunes agradecem ao CNPq
anaerébica¥. Na agua, a degradacdo estd mais dlretamentg concesséo de bolsa de doutorado sanduiche. Os demais auto-

relacionada a concentracdo de matéria organica e tal efeito foig agradecem ao CNPq e FAPESP pelo auxilio financeiro.
comprovado no presente estudo.
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