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CONCISE REVISION OF METHODS FOR DETERMINATION OF THE HERBICIDE DICHLOROPHENOXYACETIC ACID
(2,4-D). This paper supplies a revision about the main techniques of extraction, clean-up and pre-concentration of the herbicide
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in water and soil samples, as well as chromatographic methods and immune assays for

its identification and quantification.
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INTRODUCAO

Os herbicidas 4cidos sdo uma importante classe de pesticidas,
dos quais se destaca o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), por
sua ampla utilizagdo em todo o mundo'. Este composto tem sido
usado no controle de uma variedade de ervas daninhas, em culturas
de cereais, cana-de-aguicar, pomares e em controle florestal>. Néo é
recente a larga aplicacdo do 2,4-D, pertencente a classe dos dcidos
fenoxiacéticos. Desde a guerra do Vietna, quando foi usado pela for-
ca aérea norte-americana como agente desfolhante, junto com o aci-
do 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) e o pentaclorofenol (PCF),
formando o “agente laranja”, o 2,4-D vem substituindo a capina
manual e mecanica, diminuindo a mao-de-obra e resultando no au-
mento da produtividade agricola’. O 2,4-D € classificado pela Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)* como um herbicida
hormonal de toxicidade II. Igual classificacdo é dada pela Organiza-
¢do Mundial de Saude (World Health Organization - WHO) e pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United States-
Environmental Protection Agency — US-EPA)°. 2,4-D é comercia-
lizado em formulag¢des de sais, amina e éster, sendo de acdo pds-
emergente'. Embora o herbicida tenha sido sintetizado em 1942 e jd
comercializado na década de 40, existem, ainda hoje, lacunas de in-
formagdes relativas aos efeitos a saide humana e riscos ao ambiente.
Por ser altamente seletivo e sistémico, 2,4-D ¢ transportado pela plan-
ta, sendo acumulado nos tecidos em crescimento das raizes, agindo
por inibi¢do do crescimento das ervas®. O 2,4-diclorofenol (2,4-DCF)
¢ o principal produto de degradagdo do herbicida 2,4-D, como mos-
trado na Figura 1.

Existem varios métodos de determinag@o do 2,4-D em solo, dgua,
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Figura 1. 2,4-D e seu principal produto de degradagado, 2,4-diclorofenol

*e-mail: ozelito@terra.com.br

cereais, frutas e outras matrizes’, empregando imunoensaios®?,
eletroforese'’, cromatografia gasosa (CG)' e cromatografia liquida
(CL)". Os métodos baseados em CG com detecgdo por captura de
elétrons (CG/DCE) sio os mais utilizados, visto que apresentam ele-
vada sensibilidade, porém exigem uma etapa de derivagdo dada a
elevada polaridade do composto''. Os métodos de andlise do 2,4-D
por CL costumam ser mais simples e rapidos, se comparados com
sua determinagéo por CG". Vdrios métodos baseados em CL deter-
minam simultaneamente o herbicida e seu principal produto de de-
gradacdo, o 2,4-DCF, em amostras de dgua'’, embora apenas dois
métodos sejam citados para esta andlise simultdnea em amostras de
solo: (i) o primeiro utilizando compostos radiomarcados, apresenta-
do pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (US-
EPA) e (ii) o segundo consistindo de uma simples extra¢ao seguida
da andlise cromatogrifica com detecc¢do por UV,

Devido a sua ampla utilizac@o, o conhecimento e a avaliacdo dos
principais métodos de determinacdo do 2,4-D em amostras ambientais
sdo de fundamental importancia. Assim, este trabalho discute os
métodos mais usados na andlise deste herbicida.

METODOS DE EXTRA(;AO E PRE-CONCENTRACAO
Amostras de solo

Conforme se observa na Tabela 1, os métodos mais descritos na
literatura para extracdo de 2,4-D em amostras de solo sdo baseados
em extracdo com diclorometano (DCM), acidificando-se previamente
a amostra e procedendo a purificagdo por extragdo liquido-liquido,
onde a primeira etapa ¢ realizada com solucdo alcalina, e a segunda,
apds nova acidificagéo, com fase organica (DCM)'>. Recuperagdes
entre 87-90% tém sido obtidas.

Outro solvente utilizado para extrair 2,4-D de solos € o éter
dietilico, empregado também apds a acidificacdo da amostra, efetu-
ando-se a extracdo por trés vezes. Neste estudo, recuperacdes em
torno de 87% foram obtidas'®. Entretanto, ainda é comum o uso de
sistema Soxhlet para extragéo de contaminantes organicos do solo",
incluindo-se os pesticidas. Soxhlet pode ser usado com o sistema de
solventes hexano/acetona (1:1)'8, ou, ainda, com dgua/metanol
(25:75), utilizando-se, também, extragdo com ultra-som'*!.



224 Amarante Jr. et al.

Tabela 1. Extracdo de 2,4-D em amostras de dgua e solo

Quim. Nova

Amostra Extracdo Purificacdo Recuperacdo Ref.
Solo EFSC (CO,) 15
DCM + 4gua (acidificada com 4cido Decantac@o 87-90% (2,4-D) 15
sulfirico 9M a pH 1,2) Filtracao (papel e celite)
Extragdo com NaOH
Acidificagdo (H,SO, OM)
Extracdo com DCM
Filtragdo em NaSO, anidro
Secagem
Acidificagdo com H,SO, (pH 1,0), ~87% 16
seguido de 3 x 50 mL de éter dietilico
Soxhlet (H,0/Metanol, 25:75) ou ultra-som 19
Filtracao
Acidificagdo pH 2 e secagem, 18
extragdo por 8 h em Soxhlet com
hexano:acetona (1:1)
Agua EFS (carbono grafitico) 97-98% 20
EFS (carbono grafitico) ~98% 21
EFS (C18) 19
EFS (C18) ap6s ajuste de pH ~89,3% 22
EFS (C18) (“on line”) 90% 23
EES (estirenodivinilbenzeno) (“on line”) 90,7-106,9% 13
Resina de adsorcio ~103% 24
DCM apés acidificagdo ~88,1% 24
n-heptano Separac¢do por membrana (“on line”) 25

EFSC: Extracdo com Fluido Supercritico; EFS: Extracdo em Fase Sélida; DCM: Diclorometano

Outra alternativa € a extracdo do 2,4-D por fluido supercritico
(EFSC), utilizando CO, modificado com 4cido benzdico/metanol .

Amostras de agua

E pritica comum utilizar processos de extracio liquido-liquido
para extrair 2,4-D, por exemplo, com diclorometano (DCM) apds
acidificacdo da amostra, em procedimento similar ao realizado com
amostras de solo. Recuperacgdes entre 90-115% foram obtidas®. Es-
tudo de extragdo com n-heptano®, procedendo etapa de purificacdo
com separagdo por membrana (“on-line”’) também foi realizado. No
entanto, processos de extragdo liquido-liquido tém a desvantagem
de usar elevados volumes de solventes orginicos, além de favorecer
a perda do analito pelo manuseio em vdrias etapas (extragdo, separa-
cdo das fases, secagem, redissolucdo, entre outras).

2,4-D pode, também, ser extraido de amostras de dgua por Ex-
tracdo em Fase Solida (EFS) utilizando carbono grafitico®®?!, ou car-
tucho C18, sem corre¢do de pH' ou com ajuste de pH?*, podendo-se
proceder a extracdo “on-line”*, com as vantagens adicionais de reu-
nir, em uma tnica etapa, a extracdo, purificac@o e pré-concentrago.
Entretanto, segundo Santos e colaboradores', a utilizacéo de cartu-
chos recheados com material polimérico fornece recuperagdes supe-
riores aquelas obtidas com C18, considerando-se a natureza polar da
molécula do herbicida. Neste caso, a recuperagdo do composto e seu
produto de degradagdo, em pré-colunas empacotadas com co-
polimero estirenodivinilbenzeno, forneceu recuperacgdes entre 91-

107%. Resinas de adsor¢@o costumam, também, ser usadas, com re-
cuperagdes entre 79-96%*.

Técnicas recentes de pré-tratamento de amostras tém o intuito de
separar compostos com propriedades muito parecidas, uma vez que
estas substancias tendem a ser co-extraidas por métodos convencio-
nais de extragdo liquido-liquido ou EFS. Compostos com estruturas
similares, além de serem extraidos juntas, podem ser coeluidos, ne-
cessitando-se, assim, de técnicas de pré-tratamento que consigam
separd-los previamente. Com este objetivo, pode-se utilizar a técnica
de isotacoforese capilar. Estudo utilizando esta técnica apresentou
recuperacoes em torno de 99% para 2,4-D%.

METODOS DE ANALISE
Determinacao cromatografica

Na andlise do 2,4-D e do seu principal produto de degradacao,
2,4-DCF, as técnicas cromatograficas sdo as mais utilizadas. Entre
os métodos empregados, destacam-se os baseados em CG, empre-
gando deteccao por captura de elétrons (DCE)' devido a sua elevada
sensibilidade, embora Hong e colaboradores citem este detector como
pouco sensivel para o herbicida'. A detec¢do por espectroscopia de
massas (EM) € uma alternativa que alia sensibilidade a elevada
seletividade, sendo possivel obter fragmentogramas para cada pico
do cromatograma, o que confirma a identificacdo do composto estu-
dado''. Ambos os métodos, porém, necessitam de prévia derivagio,
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Tabela 2. Determinagdo de 2,4-D por cromatografia

225

Técnica

Analise LD/LQ

Ref.

CLAE

Coluna: LiChrocart com LiChrospher 60RP. LD =0,02 ugL!
FM: (A) acetonitrila e (B) tampao formiato de amo6nio 5 mmol L' (pH 3) com gradiente

Fluxo: 0,9 mL/min

DCD (230 nm) e EM

13

Coluna: C-18 LD =0,03 ugL!
FM: TFA 0,05% em &dgua e acetonitrila 0,025% de TFA (60:40) linearmente até

67% de acetonitrila em 20 min

Fluxo: 1,5 mL/min

Detec¢@o: UV 230 nm

20

Coluna: C18 LD =15ngL"
FM: (A) Metanol e (B) 4cido perclérico (Gradiente)

Fluxo 1 mL/min

Detec¢ao: UV

23

Coluna: C18 1ppm-1ppb
FM: (A) Metanol /dgua/dcido acético (145/130/15) e (B) dgua
Deteccdo = 280 nm ~1ppb

24

Coluna: CI18 LD=1,1 pgL"!
FM: Metanol com 1,7 mgL"'de PAA e acido acético 1% (70:30) ou

Metanol/acido acético 1% (68:32)

Deteccao: EM

22

Coluna: C18 LQ=5xLD
FM: (A) Metanol:acetonitrila (82:18) e (B) dgua:TFA (0,17%) LD =6,8 ngL"
Detec¢ao: UV

21

Coluna: C18 LD =200 pg (UV)
Deteccdo: UV e EM LD =20 pg (EM)

25

Coluna: C18
FM: Metanol/solu¢do tampao (pH 3)
Deteccao: UV (240 nm)

27

CG

Derivatizagdo com brometo de pentafluorbenzil LQ =0,01-0,17 ppm
Clean up: florisil

Coluna: DB-1 (com gradiente de temperatura)

N,: 13 mL/min

Deteccdo: DCE

Coluna: silica fundida BP-1 (gradiente de temperatura) LD = 0,01 pg/g
Gads de arraste: He (10 psig) (podendo ser melhorado
Deteccdo: EM para 0,005 ug/g)

15

Gids de arraste: He (Argdnio-Metano como make-up) LD=0,5pygL"'
Deteccdo: DCE

Gis de arraste: He

Deteccao: EM

16

Derivatizagdo com BF,-MeOH LD =0,01 mg Kg'!
Deteccdo: DCE*

Derivatizagdo com BF,-MeOH LD =0,1 mg Kg'
Deteccao: EM*

Derivatizagdo com BCl,-2-cloroetanol LD =0,2 mg Kg
Deteccao: DCE*

Derivatizacdo com diazometano LD =0,1 mg Kg'
Deteccdo: DCE*

Derivatizagdo com diazometano LD = 10 mg Kg"'
Deteccdo: DCE*

Derivatizacdo com diazometano LD = 0,05 (0,02) mg Kg™
Deteccao: DCE*

Derivatizacdo com diazometano e Brl LD = 0,05 mg Kg'
Deteccao: DCE*

* Método empregado por autores diferentes, citados na referéncia 7
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com formagdo de composto voldtil. Neste sentido, pode-se efetuar
esterificacdo!! utilizando-se solucdo de dcido sulfirico e trifluo-
roetanol (TFE)'. Deriva¢des podem também ser efetuadas com
brometo de pentafluorbenzil', com BF,/metanol, BCl,/2-cloroetanol,
diazometano ou com Brl/diazometano’.

Cromatografia de fluido supercritico tem a vantagem de nao ne-
cessitar de derivacdo, além de se obterem boas recuperagdes e eleva-
da sensibilidade. Neste método, pode-se utilizar coluna de silica fun-
dida com DB-1, usando como fluido o CO,, com programagdo de
pressdo e detecgdo por “mobilidade idnica™®.

Meétodos baseados em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) s@o menos laboriosos que os por CG, uma vez que nao ne-
cessitam de derivagdo, embora sejam menos sensiveis. Para estes
métodos, os detectores mais usados sdo os baseados em absor¢do na
regido do Ultravioleta (UV), em 230 nm'*?2, 240 nm? ou 280 nm?*.
A maior absorc¢io de UV por 2,4-D tem sido registrada em 229 e 283
nm?. Pode-se utilizar, ainda, detector de conjunto de diodos (DCD),
que proporciona espectros na regidao do UV-VIS. Realiza-se a
deteccdo, também, por EM?.

Utilizando-se esta técnica, pode-se ainda empregar colunas ba-
seadas em polimero de molécula impressa. No caso, o material
polimérico desenvolvido é capaz de reconhecer uma molécula ou
grupos de moléculas, podendo empregé-lo na etapa de extracdo (EFS)
ou na etapa analitica. O polimero € sintetizado, interagindo-se a
molécula de interesse (molécula molde), presente em uma solucéo
padrido, com mondmeros contendo grupos funcionais. Apds a
interacdo, realiza-se a polimerizacdo, adicionando-se mondmeros que
servirdo para a estrutura de sustentacdo do polimero. Geralmente,
incide-se UV para efetuar as ligacdes entre os mondmeros funcio-
nais e os estruturais. Obtém-se, deste modo, polimero que reconhece
a “molécula molde” dentro de uma matriz®. Este método foi em-
pregado para andlise do acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T),
no qual se obteve um material polimérico capaz de determinar 2,4,5-
T e 2,4-D, utilizando-se CL*.

Os principais métodos de andlise cromatografica de 2,4-D, cita-
dos na literatura, sdo resumidamente apresentados na Tabela 2.

ANALISE ENVOLVENDO TECNICAS BIOANALITICAS
Biossensores e imunoensaios para analise de pesticidas

O biossensor € uma ferramenta analitica que pode ser definida
como a combina¢do de um elemento de reconhecimento bioldgico
(como por exemplo enzima, célula, organela, anticorpo, entre ou-
tros) e um transdutor fisico, em intimo contato entre eles. O papel do
transdutor ¢ relacionar a concentra¢do de um determinado analito a
uma propriedade quimica ou fisica, que serd seqiiencialmente detec-
tada, convertida em um sinal elétrico/6ptico, que é amplificado®'-**
(Figura 2). Muitos principios de transducdo estdo sendo explorados,
incluindo fotometria, fluorimetria e quimioluminescéncia, fibras
Opticas, sensores piezoelétricos, além dos eletrodos potenciométricos
e amperométricos. Em geral, as medidas sdo feitas baseando-se no
consumo ou na producdo de algum composto que participa de uma
reacdo bioquimica. Exemplos de reconhecimentos bioquimicos e
transdutores sdo fornecidos na Tabela 3.

De um modo geral, os biossensores tém sido desenvolvidos e
aplicados as andlises clinicas, ambientais e de alimentos**’. Na atua-
lidade, os projetos eletroquimicos tém sido mais explorados devido
a sua simplicidade e a possibilidade de se construirem biossensores
de baixo custo, quando as enzimas sdo utilizadas como elementos de
bio-reconhecimento. As caracteristicas e vantagens desses tipos de
biossensores podem ser assim resumidas: simplicidade, baixo custo
da instrumentacdo, treinamento simples de pessoal, respostas rapi-
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Figura 2. Estratégia analitica esquematizada de um biossensor. O analito
interage com o elemento de bio-reconhecimento e atravessa uma membrana;
o elemento bioldgico é, em geral, uma enzima, ou algum tipo de
microorganismo, que vai reagir com seu substrato e dar inicio a uma reagdo
quimica, cujo sinal serd monitorado e convertido em um sinal elétrico ou
optico quantificdavel

Tabela 3. Principais sistemas de bio-reconhecimento/transdugado
utilizados na constru¢@o dos biossensores

Reconhecimento Transdutor

Bioquimico

Anticorpo - Detecgdo eletroquimica
Eletrodos de Pt (O, e H,0,)
Potenciométrico

- Deteccdo Optica
Fluorescéncia NADH
Reacdo de produgdo de croméforo
Optodos de pH e fon-Seletivos
Plasma de superficie
Ressonancia

- Detecgdo por alteragdo de massa
Piezoelétrico

Enzima - Detecgdo eletroquimica
Eletrodo de pH
Sensor a gis (O,, NH,, CO,)
Eletrodo de Pt (H,0,)

Eletrodos modificados
FET*

- Deteccdo 6ptica
Fluorescéncia/Absor¢do NADH®
Reacdo de produgdo de croméforo
Optodos de pH e fon-Seletivos

- Outros sistemas de deteccdo
Condutividade
Calorimetria

Microorganismos

Planta/Tecido Animal

Amperométrico/Potenciométrico

Amperométrico/Potenciométrico

“FET - transistor de efeito de campo; "NADH - nicotinamida adenina
dinucleotideo
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das, minimo preparo de amostra, e possibilidade de automago nas
medidas®.

O desenvolvimento de métodos empregando biossensores para
o monitoramento de residuos de pesticidas, em matrizes ambientais
e de alimentos, é ainda bastante limitado®®. Em geral, os eletrodos de
enzimas mais estudados para andlise de pesticidas sdo aqueles basea-
dos nas enzimas colinesterases (ChEs)*-*>. Entretanto, para a deter-
minagdo do pesticida 2,4-D, biossensores a base de anticorpos tém
sido desenvolvidos nos ultimos anos, com a combinagdo de técnicas
de imunoensaios e de transdutores eletroquimicos®>*.

Os ensaios imunoenzimdticos (EIA, “enzyme immunoassay’)
surgiram na década de 60 para a identificacdo e localizacdo de
antigenos em preparagdes histologicas**, tendo sido a sua utilidade
posteriormente reconhecida em outros campos distintos, incluindo
as andlises de amostras ambientais envolvendo residuos de
contaminantes organicos**’. Esta foi a génese do desenvolvimento
de indmeros ensaios imunolégicos (principalmente EIA) para uma
grande variedade de pesticidas, aumentando-se espetacularmente sua
aceitacdo a partir de 1988, o que pode ser demonstrado pela extensa
literatura sobre esse campo, que aparece em algumas revisdes*. Atu-
almente, virias empresas comercializam, em escala mundial, “kits”
para a andlise de pesticidas baseados nestes métodos, que podem ser
utilizados em campo*®!. Alguns destes testes ja foram, inclusive,
adotados como métodos oficiais por parte de agéncias governamen-
tais, como a EPA (Tabela 4)*.

Tabela 4. Métodos imunoldgicos aprovados pela EPA para andlise
de pesticidas e de outros contaminantes

Método  Ensaio Imunolégico

4010A Pentaclorofenol

4015 Acido 2,4-diclorofenoxiacético

4020 PCBs

4030 Hidrocarbonetos de petréleo (em solos)

4035 PAHs (em solos)

4040 Toxafeno (em solos)

4041 Clordane (em solos)

4042 DDT (em solos)

4050 Explosivos TNT (em dguas e solos)

4051 Hexaidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) (em aguas
e solos)

Analise do 2,4-D

Para a bioandlise desse herbicida envolvendo técnicas
imunoquimicas, diversos tipos de enzimas t€m sido utilizados. Entre
elas, as enzimas oxidases (OxE), as tirosinases (TyrE) e as
acetilcolinesterases (AChE). No caso dos biossensores, seu princi-
pio de funcionamento baseia-se, em geral, em rea¢des imuno-
enzimadticas que sdo monitoradas amperometricamente.

O uso de moléculas heterofuncionais (aquelas que exibem dife-
rentes sitios de ligacdo para formag@o do conjugado) também tem
sido explorado no desenvolvimento de imunoensaios. Destaca-se,
entre as enzimas mais empregadas, a enzima tirosinase, acoplada ao
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D-Tyr), cuja atividade tem sido
monitorada eletroquimicamente®. Neste caso, o 2,4-D é o hapteno
(espécie molecular ndo imunogénica que se combina com uma
macromolécula imunogénica carregadora, sendo capaz de licitar uma
resposta imune especifica no hospedeiro) reconhecido por um
anticorpo monoclonal, e a tirosina € o substrato do eletrodo. Este é
um exemplo cldssico de acoplamento de um biossensor eletroquimico,
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que opera com reagdes imunoquimicas, e que fornece limites de
deteccdo em nmol L' (Figura 3).

24-D © 2,4-D - 2,4-D-tirosina

glicose 2,4-D

2,4-D©

Figura 3. Esquema do imunoensaio enzimdtico, acoplado a transdutor
eletroquimico, a base da enzima bi-funcional do tipo tirosinase, para
detecgdo do pesticida 2,4-D. Y = anticorpo monoclonal. O acoplamento,
por ligagdo covalente do anticorpo com o analito marcado enzimaticamente
(2,4-D—tirosina, que funciona, no caso, como antigeno), vai gerar uma
reagdo oxigénio-dependente, que pode ser monitorada por agcdo simultdnea
das enzimas tirosinase (Tyr) ou oxigénio-redutase (ODH), com conseqiiente
desenvolvimento de uma cor caracteristica, cuja absorbdncia pode ser
medida diretamente na placa do imunoensaio

A andlise simultdnea dos herbicidas 2,4-D e 2,4,5-T pode ser efe-
tuada mediante imunoensaios especificos, utilizando como sistema
transdutor um potenciostato (medidas amperométricas). Medyantseva
e seus colaboradores® utilizaram como enzimas imobilizadas as
acetilcolinesterases, sendo que o principio analitico foi baseado na
inibicdo enzimadtica frente aos pesticidas. Faixas de detec¢do na ordem
de 107 a 10" mol L' foram obtidas. Essa mesma classe de enzimas foi
explorada na construgdo de um imunossensor descartével®, do tipo
multicanal, usando um anticorpo monoclonal e um conjugado 2,4-D-
AChE. O método mostrou-se sensivel na ordem de partes por milhdo,
e foi aplicado a andlise de amostras de dgua.

Kalab e Sklddal*® descreveram a utilizagdo de imunossensores
baseados em anticorpos monoclonais para andlise do herbicida em
amostras de dgua® e de alimentos®. O biossensor consistiu de um
eletrodo tri-canal, construido em base de ceramica mediante a técni-
ca de impressdo em tela (“screen-printing”), sendo que o eletrodo de
trabalho era de grafite quimicamente modificado, contendo a enzima
imobilizada. O limite de detec¢do foi préximo a 0,1 pg L. Diferen-
tes enzimas podem, também, ser imobilizadas em um sensor ade-
quado (em geral, tém-se usado os biossensores amperométricos),
sendo que cada enzima € seletiva para um Gnico composto ou uma
classe de pesticidas®.

A enzima fosfatase alcalina foi também utilizada para o preparo
de conjugados, tanto para aplicacdo direta em imunoensaios do tipo
ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”)*, quanto na ob-
tengdo de sensores eletroquimicos®®!. Alguns trabalhos envolvendo
ELISA tiveram como objetivo verificar o efeito de matriz, quando o
método foi empregado na andlise de amostras vegetais®®. Os auto-
res observaram que, de modo geral, o efeito de matriz foi fortemente
reduzido quando os extratos vegetais obtidos foram previamente di-
luidos no préprio tampéo do ensaio.

Como jd mencionado, a maioria dos trabalhos descreve a utiliza-
¢do de EIA’s com transdugdo eletroquimica. Contudo, foram descri-
tos também sistemas envolvendo EIA’s e biossensores, que incluem
deteccdo final por fluorescéncia®%, fibra optica®, espectrometria de
massas®’, detector piezoelétrico®®®, quimiluminescéncia” e transis-



228 Amarante Jr. et al.

tor de efeito de campo”. Como elementos de bio-reconhecimento,
as enzimas mais utilizadas foram as oxidases, imobilizadas de for-
mas variadas™"’.

Apesar das elevadas sensibilidade e seletividade dos métodos
bioanaliticos, hd ainda grandes inconvenientes, que os tornam ina-
dequados para serem considerados métodos oficiais de andlise, em
substitui¢ao aos métodos cromatograficos. Estes inconvenientes es-
tdo relacionados a falta de estabilidade da maioria dos organismos
utilizados como elementos de bio-reconhecimento, uma vez que se
tratam de moléculas bioldgicas e que, entre outras coisas, compro-
metem a reprodutibilidade das determina¢des ao longo do tempo.
Entretanto, vantagens como facilidade de operacio, sensibilidade e
custo relativamente baixo tornam as técnicas analiticas empregando
EIA’s e biossensores extremamente atrativas, sobretudo quando se
deseja efetuar um “screening”, antes da andlise cromatogréfica.

CONCLUSOES

Embora o herbicida 2,4-D venha sendo usado e analisado jd ha
bastante tempo, o nimero de métodos que surgem para 0 composto
e seu principal produto de degradacdo ainda néo resultou no apareci-
mento de um método que retina todas as vantagens para a andlise
destes compostos em amostras de solo e d4gua. No entanto, varios
avancos tém sido obtidos, principalmente no campo do reconheci-
mento molecular e biomolecular. No caso da cromatografia gasosa,
poucas novidades tém surgido, principalmente em fungdo da limita-
cdo causada pela necessidade de derivacdo do composto. Em contra-
partida, o uso de método “on-line” e o desenvolvimento de novos
materiais usados na extracdo em fase sélida t€ém favorecido o uso da
cromatografia liquida para a andlise destes compostos.

Utilizam-se, ainda, técnicas bioanaliticas que apresentam as van-
tagens de grande seletividade e possibilidade de desenvolvimento de
“kits” que podem ser usados in loco. Entretanto, estas técnicas pos-
suem como desvantagens o uso de substratos biolégicos que podem
apresentar baixa estabilidade, resultando na baixa repetitividade dos
sinais analiticos para longos intervalos de andlise.
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