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RESUMO

“DETERMINACAO DE PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS
ATRAVES DE METODO ENZIMATICO”

Autor: Marcos Paulo da Silva
Orientador: Prof. Dr. Matthieu Tubino
Palavras-chave: Pesticidas organofosforados, enzima, analise por injecdo em
fluxo.
O Brasil é um dos maiores consumidores mundiais de pesticidas. A agéncia

nacional de vigilancia sanitaria constatou em 2008 que aproximadamente 15 % da
amostras analisadas possuiam limite maximo de residuos (LMR) acima do
permitido por lei.

Quando os pesticidas sao utilizados de maneira adequada trazem ganhos a
producdo. Porém, quando mal usados podem trazer sérias consequéncias ao
meio ambiente e a populacédo, o que tem levado a sociedade civil a cobrar dos
orgaos ambientais um controle mais rigoroso e aumentado a demanda por dados
analiticos.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método de varredura para a
determinacao de pesticidas organofosforados através de procedimento FIA
associado a um biossensor enzimatico baseado na enzima acetilcolinesterase. O
método é seletivo para inibidores desta enzima, sendo de execug¢do muito simples,
é de custo baixo e apresenta baixos limites de detec¢do. Para a introdugdo no
sistema FIA a solucdo contendo o pesticida deve ser aquosa, ndao sendo, no
entanto, necessario realizar a pré-concentracao do analito.

Para o pesticida metil paration o limite de deteccéo esta faixa de 10 mol
L', o coeficiente de correlacao é de 0,9917 e o desvio padrao relativo médio é de
4,8 % (n=6). Para o pesticida clorpirifos o limite de detecgao &, cerca de, 10 mol
L, o coeficiente de correlagdo é de 0,9979, o desvio padrdo relativo médio é
2,3%. Para o pesticida malation o limite de detecgdo apresenta-se na faixa de 10~
mol L', o coeficiente de correlacdo é de 0,9902, o desvio padréo relativo médio de
5,8 (n=3). Para o pesticida diclorvos o limite de deteccéo é cerca de 10" mol L™,
o coeficiente de correlacao é de 0,9921 e o desvio padrao relativo médio é 3,8%
(n=6).
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ABSTRACT

“DETERMINATION OF ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES THROUGH THE
ENZYMATIC METHOD”

Author: Marcos Paulo da Silva
Supervisor: Prof. Dr. Matthieu Tubino
Keywords: Organophosphorus pesticides, enzyme, flow injection analysis.

Brazil is one of the world's largest consumers of pesticides. The national
agency for health monitoring found, in 2008, that approximately 15% of samples
had maximum residue limit (MRL) above the permitted by Law.

When used properly pesticides help increase production. But when misused
they can be extremely detrimental to the environment and to the population, which
has led civil society to demand tighter control from environmental agencies and
increased the demand for analytical data.

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 acetylcholinesterase. The method is selective for inhibitors of
this enzyme and is extremely simple, of low cost and very good. detection limits.
For introduction into the FIA system, the solution containing the pesticide should be
in aqueous solution but it is not necessary to perform any prior concentration of the
analyte.

For the pesticide methyl parathion the detection limit is the range of 10® mol
L', The correlation coefficient is 0.9917 and the average relative standard
deviation is 4.8% (n = 6). For the pesticide chlorpyrifos the detection limit is about
10® mol L, the correlation coefficient is 0.9979 and the average relative standard
deviation is 2.3%. For the pesticide malathion the detection limit is in the range of
107 mol L, the correlation coefficient is 0.9902 and the average relative standard
deviation is 5.8 (n = 3). For the pesticide dichlorvos the detection limit was about
107% mol L, the correlation coefficient was 0.9921 and the average standard
deviation of 3.8 (n = 6).
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1 Introducao

O Brasil, em 2008 alcancou a marca de 733,9 milhdes de toneladas de
pesticidas vendidos, segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a
Defesa Agricola (Sindag), superando os Estados Unidos, o0 maior produtor mundial
de alimentos, que consumiu 646 milhdes de toneladas. No caso brasileiro, 0 maior
consumo esta relacionado em parte com o aumento da area cultivada; na safra
2009, o pais devera colher 135 milhdes de toneladas de graos, cerca de 6% da
producdo mundial, estimada em 2,2 bilhdes de toneladas. O Brasil é atualmente o
segundo maior produtor de soja e o terceiro de milho.

No Brasil, o programa de andlise de residuos de pesticidas da Anvisa
analisou mais de 1,7 mil amostras em 2008 e constatou que 15,28% das amostras
possuiam residuos em concentragdes acima do permitido por lei, além da
descoberta de principios ativos nado permitidos em todas as culturas
analisadas.Em 64% das amostras de pimentdo foi constatada a presenca de
pesticidas, morango, uva e cenoura também apresentaram indices elevados de
residuo de pesticidas. A segunda causa de intoxicagdes, depois de
medicamentos, € por pesticidas, e a situacao pode ser ainda mais grave, pois 0s
casos de intoxicagdo e morte por pesticidas sdo subnotificados.

Segundo o Sinitox, sistema nacional de informacoes téxico-farmacol6gicas
da fundacdo Oswaldo Cruz, em 2007, foram notificados mais de 5,3 mil
intoxicagbes; contudo, sabe-se que muitos outros casos ndo sao notificados.
Segundo o banco de dados do Sinitox foram mais de 1,5 mil trabalhadores rurais
contaminados e 1,2 mil casos de intoxicacbes acidentais, sendo nove casos de
intoxicagcdo por ingestdo de alimentos com residuos de pesticidas acima do
permitido. Com isso, faz-se cada vez mais necessario um rigoroso programa para
o monitoramento de residuos em alimentos e outras matrizes ambientais.

As Nacoes Unidas fizeram uma lista com produtos quimicos que deverao
ser proibidos ou terdo o seu uso severamente restrito; muitos dos produtos
quimicos desta lista sdo pesticidas. Ao mesmo tempo que o uso de pesticidas

1



altamente persistentes, como o DDT, tem provado ser muito eficiente na
erradicacao de graves doencas como a malaria, efeitos adversos tém sido
devastadores para o meio ambiente, como por exemplo, populagdes inteiras de
passaros tém sido eliminadas (RICHARDSON, 1998).

O aumento inadvertido na producdo e utilizacdo de produtos quimicos
verificado nas ultimas décadas tem causado problemas ambientais de modo geral
em quase todas as partes do mundo. A protecdo ambiental vem adquirindo grande
importancia na opinido publica e em organismos ndo governamentais que tém
cobrado das autoridades competentes, mecanismos rapidos e eficientes de
controle dos meios de contaminacdo ambiental e tratamento das areas atingidas
(KOPLIN, 2000).

Existe atualmente um consenso universal a respeito da necessidade de
monitorar continuamente o teor de contaminantes quimicos nos cursos de aguas
naturais e nos efluentes industriais descarregados nestes recursos hidricos. Nao
menos importante, € a contribuicdo da atividade agricola, dos esgotos sanitarios e
dos residuos domésticos (ROSATO, 2001).

O tempo e o custo envolvidos com a deteccao de poluentes ambientais (por
exemplo o preparo da amostra e andlise de laboratério), além do comum corte de
verbas das agéncias de monitoramento, tém imposto limitagdes no numero de
amostras que podem ser analisadas para um determinado projeto de
monitoramento ambiental (KARUBE, 1995). O aumento na quantidade de dados
analiticos tende a aumentar a confiabilidade nas decisbées de gerenciamento
ambiental, por caracterizar melhor os compostos poluentes “in situ” e avaliar a
eficiéncia dos procedimentos de descontaminacao (MARKO-VARGA, 1995).

Frente a estes desafios, uma estratégia de varredura poderia identificar as
amostras negativas para elimina-las do conjunto de amostras e ajudar a priorizar
as positivas, reduzindo custos e melhorando os servicos analiticos.

Deste modo, é importante contar com novas tecnologias analiticas que
permitam um aumento no numero de andlises dos diversos tipos de poluentes
com rapidez, seletividade e sensibilidade a um custo acessivel (NISTOR, 1999;
SVITEL, 1998). Com o rapido avanco no campo da biologia, os sistemas
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biolégicos vém se tornando uma importante ferramenta a ser usada na quimica
analitica. Métodos bioanaliticos podem ser usados como uma estratégia de
varredura ou como uma ferramenta analitica de fato.

Os biossensores revelam grandes perspectivas quanto a sua utilizagao no
monitoramento "on-line"” de efluentes (e outras matrizes de interesse ambiental),
possibilitando uma rapida adaptagdo nos processos de tratamento. A incorporacao
de moléculas com atividade biol6gica em metodologias analiticas tém aumentado
sensivelmente nos ultimos anos, obtendo sucesso nos mais variados
procedimentos analiticos, principalmente nos que visam a é&rea de controle
ambiental (ROSATO, 2001).

Os biossensores sao dispositivos bioeletronicos capazes de detectar
rapidamente espécies quimicas e/ou bioldgicas (analito), tanto qualitativa como
quantitativamente. Esses dispositivos estdo sendo recomendados para serem
empregados nas areas da saude, ambiental, alimenticia e até na prevencéo de
bioterrorismo (FURTADO, et al, 2008).

1.1 Pesticidas

Pesticidas sdo substancias quimicas naturais ou sintéticas, destinadas a
exterminar, controlar ou combater de algum modo pragas, no sentido mais amplo:
tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite enfermidade as plantas, aos animais e ao
homem. Adotando-se essa definicao, tem-se entre as pragas: insetos, carrapatos,
aracnideos, roedores, fungos, bactérias, ervas daninhas ou qualquer outra forma
de vida animal ou vegetal danosa a saude e ao bem estar do homem, a lavoura, a
pecudria e seus produtos e a outras matérias primas alimentares (ZAMBRONE,
1986).

Por extensdo, incluem-se nesta categoria os agentes desfolhantes, os
dessecantes e as substancias reguladoras do crescimento vegetal. Essa definicao



exclui fertilizantes e horménios administrados a animais para estimular o

crescimento ou modificar o comportamento reprodutivo.

1.1.1 Histérico, toxicidade e classificacao dos pesticidas

Na primeira metade do século XX, predominaram os inseticidas naturais de
origem organica ou inorganica. Os inseticidas inorganicos mais utilizados foram
arseniatos de calcio e chumbo (verde Paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre
em po, varios sulfatos, cal, fluorsilicato de bario, aminosselenossulfito de potassio
(criolite) e 6leos minerais. Entre estes, os arseniatos mostravam-se extremamente
toxicos ao homem, animais superiores e ao meio ambiente como um todo
(CORBETT, 1984; SANTOS, et al, 2007).

Dentre os inseticidas organicos de origem natural apresentados na Figura 1,
foram muito utilizados: nicotina, nor-nicotina, anabasina, piretrinas e aletrina,
rotendides como a rotenon e, em menor escala, alguns quassinbides, como a
quassina. Um inseticida conhecido desde o primeiro século da era crista era o
piretro, constituido basicamente de piretrinas, extraido das folhas do
Chrisanthemum cinerariaefolium. Até a Il Guerra Mundial, o piretro, rotenona e a
nicotina eram o0s principais produtos organicos de origem vegetal utilizados no
controle de insetos (CORBETT, 1984; SANTQOS, et al, 2007).
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Figura 1: Pesticidas organicos de origem vegetal (SANTOS, et al, 2007)

Em 1874, Othmar Zeidler sintetizou um composto organico, o 1,1-bis (4-
clorofenil)-2, 2,2-tricloroetano, mais conhecido como DDT, mas s6 em 1939, Paul
Mdaller descobriu suas propriedades como pesticida, o que lhe valeu um premio
Nobel. O DDT foi o primeiro pesticida sintético organoclorado macicamente
utilizado (ZAMBRONE, 1986).

Apés a Il Guerra Mundial, a industria, especialmente a quimica, teve grande
desenvolvimento e, com ela, os pesticidas sintéticos. Atualmente, os pesticidas
tém utilizacdo cada vez mais ampla, tanto na agricultura como na saude publica e
sem duvida ja se incorporaram no nosso dia-a-dia (ZAMBRONE, 1986). Existe
ainda o aspecto lucrativo do uso de pesticidas; uma estimativa sugeriu que nos
Estados Unidos, no ano de 1997, para cada ddlar investido em pesticidas havia
um retorno da ordem de quatro dolares.

Nas décadas de 50 a 70, ocorreu uma explosdo no desenvolvimento da
sintese organica, inclusive de produtos com atividade inseticida que se mostraram
mais potentes e mais especificos, substituindo rapidamente o inseticida de origem
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natural. Passaram a ser utilizados o DDT ([1,1-bis-(4-clorofenil)-2, 2,2-
tricloroetano]), HCH (hexacloroexano), aldrin, dieldrin e clordano, apresentados na
Figura 2 (CORBETT, 1984; SANTOS, et al, 2007).
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Figura 2: Primeiros pesticidas sintéticos (SANTOS, et al, 2007)

Contudo, os organoclorados estao nos primeiros lugares em varias listas de
poluentes, devido a sua grande persisténcia no meio ambiente e facil acumulacao
(MARICONI, 1981). Em fungédo de sua persisténcia, tém sido responsabilizados
como poluidores do meio ambiente. Acumulam-se nos tecidos gordurosos do
homem, causam reducao de fertilidade em animais e desequilibrios biolégicos na
natureza, ressaltando que muitas espécies de insetos se tornaram resistentes aos
organoclorados (VIEIRA, et al, 1999; SANTOS, et al, 2007).

No Brasil, os pesticidas foram primeiramente utilizados em programas de
saude publica, no combate a vetores e controle de parasitas, passando a ser
usados mais intensivamente na agricultura a partir da década de 1960. Em 1975,
o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), responsavel pela abertura do Brasil
ao comércio de pesticidas, condiciona o agricultor a comprar esse produto com
recursos do crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota definida de pesticida
para cada financiamento requerido (OPAS, 1997).

Essa obrigatoriedade, somada a propaganda dos fabricantes, determinou

um enorme incremento e disseminacao da utilizacdo dos pesticidas no Brasil, que
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é atualmente um dos maiores consumidores mundiais, do que resultam iniUmeros
problemas, tanto de saude da populacdo como do meio ambiente. Muitos desses
produtos ndo possuem antidotos e sdo proibidos em seus paises de origem
(OPAS, 1997).

Todos os pesticidas sao substancias téxicas, podendo sua utilizacao
oferecer ou ndo perigo para o ser humano. A seguranca que se pode ter em seu
uso esta diretamente relacionada a toxicidade do composto, o grau de
contaminacao e o tempo em que se fica exposto a ele durante a aplicagdo. De
modo geral, deve estender-se o risco de contaminacao a todos, desde operarios
da industria que os fabricam e o0s que manipulam durante a aplicacdo
(contaminacao direta), até a populacdo em geral, consumidora de produtos em
que foram aplicados, ou popula¢des que ficam expostas em areas contaminadas
(contaminacao indireta) (ZAMBRONE, 1986).

A toxidez de uma substancia quimica em insetos ndao a qualifica
necessariamente como inseticida. Diversas propriedades devem estar associadas
a atividade, tais como eficacia mesmo em baixas concentracdes, auséncia de
toxidez frente a mamiferos e animais superiores, auséncia de fitotoxicidade, facil
obtencdo, manipulacédo e aplicacao, viabilidade econémica e nao ser cumulativo
no tecido adiposo de seres humanos e de animais domésticos. Fica evidente que
as caracteristicas citadas referem-se aquele pesticida tido como ideal o que
raramente sera o caso. Dentro da classificacdo de pesticidas sao incluidas
também substancias que repelem e que atraem insetos (SAKKAS et al, 2002;
NATH et al, 1999; ADDOR, 1994).

Do ponto de vista toxicolégico, os pesticidas podem ser mais ou menos
toxicos ao homem, existindo para cada um uma avaliacdo toxicologica
correspondente. No Brasil, esta avaliagdo esta a cargo do Ministério da Saulde, e a
nivel internacional pela FAO/OMS (Organizacao das Nacdes Unidas para a
Agricultura e Alimentacdao/ Organizacdo Mundial da Saude). A avaliacado
toxicoldégica mais comum é dada pela dose letal 50, ou DLso, que é geralmente
estudada em ratos albinos e outros animais de laboratérios, das quais uma das
mais importantes é a dose aguda oral, (quando a exposicdo se da por meio de
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uma unica dose via oral), havendo ainda, a dérmica (quando a exposicao ocorre
pela pele) ou ainda a inalatéria (pelas vias respiratorias) (BAPTISTA, 1999).

A DLsp € definida como “a dose que previsivelmente causara uma resposta
de 50% em uma populagdo na qual se procurara o efeito letal”, e sua unidade é
mg kg”' (BAPTISTA, 1999). A OMS recomenda a classificacdo de pesticidas pelo
perigo dentro de 5 classes basicas de valores de DLsp, de acordo com a Tabela 1.
A IARC (International Agency for Research on Cancer) classificam os agentes
quimicos dentro de grupos de trabalho de acordo com o potencial cancerigeno em
seres humanos e, experimentalmente, em animais. Um certo numero de pesticidas
e seus produtos de degradacado (herbicidas acidos clorofenol, DDT, ETU,
clorofenol, alguns derivados de anilina) estdo dentro do grupo de possiveis
agentes cancerigenos (HATRIK, 1996).

Tabela 1: OMS classificacao recomendada de pesticidas pelo perigo (HATRIK, 1996)

DLs, dose oral para ratos

Classe (mg kg™ massa corpérea)
Sélido Liquido
Ia Extremamente toxicas <5 <20
Ib Altamente toxicas 5-50 20-200
II Moderadamente toxicas 50-500 200-2000
I Levemente toxicas >500 >2000
I+ Relativamente téxicas >2000 >3000

A OMS estima que ocorram no mundo cerca de trés milhdes de
intoxicacoes agudas por pesticidas, com 220 mil mortes por ano. Dessas, cerca de
70% ocorrem em paises do chamado Terceiro Mundo. Além da intoxicacdo de
trabalhadores que tem contato direto ou indireto com esses produtos, a
contaminacao de alimentos tem levado a um grande numero de intoxicacoes e
mortes (OPAS, 1997).



Dada a grande diversidade de produtos, cerca de 300 principios ativos em 2
mil formulagdes comerciais diferentes no Brasil, é importante conhecer a
classificacdo dos pesticidas quanto a sua agdo e ao grupo a que pertencem

(OPAS, 1997). E importante notar que a classificacdo entre a classe e o grupo

quimico nao tem correlacao, o que pode ser verificado na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacao dos pesticidas quanto a classe e grupo quimico.

Classe Grupo quimico

Inseticidas Contra insetos nocivos Organoclorados DDT, aldrin, lindano
Fungicidas Contra fungos Organofosforados Malation, folidol
Herbicidas Contra ervas daninhas Carbamatos Aldicarb, carbofuran
Raticidas Combate a roedores Piretroides Permetrina, cipotrim
Acaricidas Combate a acaros Uréias substituidas Monuron, linuron
Nematicidas Combate a nematoides Triazinas Atrazina, ametrina
Molusquicidas Combate a molusco (esquistossomose) Acidos 2,4D, picloran

Destruir larvas de insetos Acetanilidas Alaclor, propaclor
Larvicidas

1.1.2 Pesticidas no ambiente

Em todo o mundo, o uso de novas técnicas agricolas, fertilizantes e
pesticidas, iniciado na década de 60 fez a produgdo mundial de alimentos triplicar.
Quando os pesticidas sdo usados corretamente, podem trazer ganho na colheita;
entretanto, quando mal aplicados podem causar consideraveis consequiéncias no
meio ambiente e na salde publica.

Além de causar doencas nas pessoas que manipulam e aplicam esses
produtos, muitas vezes sem o cuidado necessario, podem também contaminar as

pessoas que consomem o0s alimentos devido aos residuos acima dos niveis
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permitidos, e principalmente agravar a poluicdo dos solos, aguas superficiais e
subterrdneas, de onde podem ser transferidos para varias formas de vida, pois 0s
pesticidas podem permanecer com atividade por um tempo maior do que o
estipulado para exercer sua fungao, atingindo assim todo o ecossistema (LARA et

al, 1992). Isso pode ser visualizado melhor na Figura 3.

AGRICULTURA

Pesticidas

{ CONTAMINAGAO DOS ECOSSISTEMAS ]

| I |

S0OLO ALIMENTOS RIOS ] AGUAS SUBTERRANEAS |ATMOSFERA ]

-

BIOACUMULAG AQ

Figura 3: Diagrama esquematico da contaminacio ambiental por pesticidas (LUCHINI, 1995)

O solo € o compartimento do agroecossistema considerado mais complexo
e cuja probabilidade de contaminacao por pesticidas é maior exatamente porque &
onde as aplicagdes sao feitas, ou onde cai a folhagem tratada ou agua de chuva
que lavou a superficie dessa folhagem tratada. Os residuos de pesticidas podem
interagir com as fases soélida, liquida e gasosa, e com a por¢ao viva do solo, isto €,
com a microbiota ou ainda contaminar a atmosfera por evaporacao de residuos da
superficie da cultura ou do solo contaminado. Estas interacdes determinardo a
ocorréncia de diferentes processos que envolvem transformagdes quimicas,
fisicas, biolégicas ou a combinacao dessas (ANDREA, 1998).

O exemplo mais importante de transformacdes fisicas e quimicas de
residuos € o que envolve o processo de adsorgdo da molécula deste na matéria
particulada do solo (matéria organica e argila, principalmente), reduzindo a
concentracdo do composto na solugdo e consequentemente diminuindo a sua

disponibilidade para o ataque microbiano. Além disso, 0 processo de adsorcao
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pode imobilizar mesmo que temporariamente o composto, e também diminuir o
transporte das substancias por lixiviagao (ANDREA, 1998).

No solo, a matéria organica (MO) é o componente mais importante na
retencdo de pesticidas nao ibnicos, pois quanto maior a quantidade de matéria
organica maior a capacidade de adsorcdo pelos solos, diminuindo portanto a
lixiviacao dos pesticidas adsorvidos, principalmente para os nao iénicos (LUCHINI,
1995).

Como efeitos de transformacdo quimica, cita-se o efeito do pH, que
determina, muitas vezes, a prevaléncia de degradacao da molécula por processo
puramente quimico. Mas o pH do solo também tem efeito bioquimico, pois
influencia a atividade microbiana e, desta forma, conforme o pH do meio, havera
ou ndo predominancia de atividade microbiana atuando sobre a degradagéo de
pesticidas (ANDREA, 1998).

Os processos de transformacédo e desaparecimento dos pesticidas no solo
dependem tanto das caracteristicas do préprio solo, como das caracteristicas
fisicas e quimicas das substancias, pois moléculas de massa molar muito grande
ou com elementos halogéneos e/ou anéis aromaticos altamente condensados, por
exemplo, sdo mais persistentes. A persisténcia depende também da eficiéncia de
processos fisicos de transformacédo, tais como evaporacéo, lixiviagdo, erosao e
absorcao pelas culturas. A taxa pela qual o composto estéa disponivel na solugcéo
do solo pode ainda determinar maior ou menor persisténcia por influenciar nos
processos bidticos ou abiodticos de degradacdo (ANDREA, 1998).

Outro importante fator para o aumento da contaminacdo ambiental por
pesticidas € o comportamento desses compostos em agua, pois quanto maior a
hidrossolubilidade, maior a facilidade de transporte destes do ponto de aplicacao
até rios, atmosfera, sedimentos e outros (RAO et al, 1983). A Figura 4 apresenta o
diagrama esquematico da contaminacao da agua por pesticidas.
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Figura 4: Diagrama esquematico da contaminac¢io da agua por pesticidas (ANDREA, 1998)

A agua é um dos mais importantes constituintes do ecossistema terrestre,
dai a importancia da preservacao da sua qualidade. A intensificacdo da producéo
agricola, com o sistema de monoculturas para producédo de alimentos e matéria
prima para industria requer mais detalhes na regulamentagéo do uso de pesticidas
para se evitar a contaminacao da agua com varios pesticidas e seus produtos de
transformacao (HATRIK, 1996).

Os pesticidas podem entrar nos sistemas aquaticos por aplicagdo direta
para controle de pragas, dispersédo por aplicagdes aéreas ou terrestres e podem
ainda contaminar aguas subterraneas e cursos d’agua pela lavagem de maquinas
utilizadas nas aplicagdes, manuseio improprio e descarga de restos de
formulacbes em rios e lagos, e por intermédio de efluentes industriais. Podem
também ser transportados do solo e contaminar cursos d'agua e aguas
subterraneas, através do escoamento superficial ou "run-off" e por lixiviagao.

Segundo RAO et al, o escoamento superficial é o transporte fisico do
poluente presente na superficie do solo pela agua de chuva ou de irrigacdo que
nao percolou através do perfil desse, e lixiviagdo € o transporte do pesticida pela
agua no perfil do solo (RAO et al, 1983). Assim, quanto mais agua de chuva ou

irrigacdo sobre a lavoura, mais as moléculas dos pesticidas adsorvidas a
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superficie das particulas do solo podem ser dessorvidas ou arrastadas para outro
ambiente.

Segundo HASSETT et al, quando os pesticidas encontram o meio aquatico
podem: (1) estar associados aos materiais em suspensdo e, eventualmente,
migrar para os sedimentos. Estando no sedimento, podem ser liberados para a
agua, ou ser adsorvidos, alterados ou degradados por microorganismos. Muitos
sedimentos sdo anaerodbicos e, nestas condi¢gdes, a maioria dos pesticidas nao &
degradada. Entretanto, alguns compostos como os clorados sdo degradados
facilmente em condicbes de anaerobiose, sendo entdo importante que estes
pesticidas figuem adsorvidos nas particulas em suspensado presentes no meio
aquoso. Além disso, podem ainda: (2) permanecer dissolvidos na agua e
posteriormente ser adsorvidos pelos sedimentos, degradados por microrganismos,
absorvidos por organismos vivos ou diluidos nos oceanos. A degradacao
microbiana, neste casos, € muito menor do que a degradacdo dos pesticidas
associados aos sedimentos, devido a baixa concentracdo de microrganismos
presentes na agua (HASSET et al, 1975).

Outro fator que pode influenciar o comportamento de um pesticida num
ambiente aquatico € a exposicdo destes compostos a radiagcdo solar, e a
consequente degradacado fotoquimica. Esta fotodecomposicdo ocorre em maior
extensdo onde houver maior penetragdo da luz solar. Em aguas limpidas, muitos
pesticidas sdo drasticamente mudados quando expostos a luz ultravioleta artificial
ou a luz solar. Mas, em aguas com grande turbidez, a fotodegradacado de
pesticidas pode ser insignificante (LUCHINI, 1995).

Segundo FUHR, o pesticida ideal deveria ser degradado totalmente
(mineralizado) até seus elementos estruturais apds sua acao para a qual foi
intencionalmente aplicado (FUHR, 1984). Entretanto, na pratica, em alguns casos,
a molécula original do pesticida pode ser convertida em substancias ainda mais
téxicas, ou seus produtos de degradacdo entram em reacdes sintéticas que
podem resultar na formacao de moléculas mais complexas e mais téxicas do que
a molécula original (LICHTENSTEIN, 1980).
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Os produtos de degradacao podem ser divididos arbitrariamente, segundo
KOVACS, em: (a) metabdlitos volatilizados ou eliminados: incluem as substancias
respiraveis, isto €, produtos originais ou intermediarios; (b) metabdlitos livres nao
volateis: produtos derivados da molécula original ap6s dehalogenagéo, hidrélise,
oxidacao, reducdo, condensacéao, etc; (c) metabdlitos conjugados: produtos de
metabolismo secundario, envolvendo reagdes com substratos como aglcares e ou
sulfatos, que geram substancias que sdo componentes naturais da célula; (d)
constituintes naturais: residuos que sdo componentes normais de células, mas
sao derivados de um pesticida ou de seus metabdlitos; (e) residuos ligados ou
residuos nao extraiveis: os resultantes da ligacdo do pesticida ou de seus
metabdlitos com componentes dos solos, plantas ou animais que sao dificilmente
extraiveis (KOVACS, 1986).

Um principio muito interessante das instrugdes da Council (Official Journal
of the European Communities) foi a decisdo da inclusdo da avaliacao do risco dos
metabdlitos para aprovagédo de pesticidas. Os pesticidas modernos, de fato, sao
em geral menos persistentes que os antigos, mas podem se transformar em
compostos perigosos para o meio ambiente. Temos como exemplo alguns
fungicidas como o zinebe e manebe que formam etilentiourea (ETU), um
metabdlito cancerigeno e alguns herbicidas derivados de uréia, que formam
dicloroanilina, um precursor de compostos carcinogénicos. Muitos metabdlitos
podem ser mais moveis no solo do que o composto inicial, atingindo mais
facilmente aguas subterraneas (GALASSI et al, 1996).

A aplicagéo intensiva de inseticidas de largo espectro no controle de
insetos-praga tem causado impacto negativo nos agroecossistemas, além do
crescente aumento de casos de resisténcia a pesticidas (JAMAL, et al, 2002; KEY,
et al 2002). Estudos de impactos ou efeitos de inseticidas sobre inimigos naturais
de pragas sao de grande importancia econémica e ambiental. O uso de inseticidas
seletivos é um fator preponderante dentro do manejo integrado de praga. Apos o
uso intensivo de inseticidas no controle de pragas, muitas espécies de insetos tém
desenvolvido resisténcia a inseticidas através de uma variedade de mecanismos

(JAMAL, et al, 2002). As espécies de insetos utilizam diferentes mecanismos de
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resisténcia para se adaptarem a pressao seletiva imposta pelo mesmo inseticida
(KEY, et al 2002). Um dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos por insetos é
a modificacdo da proteina alvo do inseticida (BURCHENAL et al, 1977;
AMARANTE, et al, 2002).

Novas substancias sao necessarias para efetivo controle de pragas,
oferecendo maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade
econdmica e aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e
baixo impacto ambiental. Assim, os inseticidas modernos estdo sendo concebidos
para prevenir a infestacao excessiva de pragas e, consequentemente, elevar o
rendimento da producdo agricola ou pecuéria e a qualidade das colheitas, com
menos toxicidade e em doses menores com efeito mais seletivo sobre certas

pragas.

1.1.3 Pesticidas organofosforados

O primeiro pesticida organofosforado sintetizado foi o tetraetilpirofosfato
(TEEP) em 1854, Figura 5, mas inicialmente ndo se conheciam suas propriedades
como pesticida. A partir de 1932, comegou-se a investigar esses agentes,
inicialmente como praguicidas e mais tarde para uso como armas quimicas
(SANTOS, et al, 2007).
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Figura 5: Pesticida Tetraetilpirofosfato (TEEP) (SANTOS, et al, 2007)

O desenvolvimento de gases de guerra estd intimamente ligado ao
desenvolvimento dos inseticidas. Todos os derivados organicos do acido fosférico
sao téxicos e tém penetracdo cutanea, em maior ou menor extensdao (VANIN,
1992).
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Historicamente, postula-se que os pesticidas organofosforados surgiram na
década de 40, mas os principais representantes desta classe foram introduzidos
na década de 60 e 80 e mesmo com a implantagdo de outras classes de
pesticidas e de novas metodologias de controle de pragas, 40% do mercado
mundial de pesticidas em 1999 era representado por organofosforados. A principal
razdo para o sucesso dos compostos organofosforados como inseticidas é sua
forte atividade biolégica acoplada com sua relativa instabilidade na biosfera, que
se traduz em uma meia-vida em plantas da ordem de 2 até 10 dias. Deve-se notar
que durante os ultimos 30 anos, inseticidas organofosforados tém sido
amplamente usados como alternativa para substituir compostos organoclorados
no controle de insetos; sdo os mais utilizados devido ao baixo custo, a sintese facil
e baixa toxidez para muitos organismos (VIEIRA, et al, 1999; SANTOS, et al,
2007).

A continuidade do interesse por esta classe deve-se a facilidade de sintese
de novos derivados, a possibilidade de sintese de pr6 inseticidas, que sofrem
ativacdo preferencial em insetos e ndao em mamiferos, e a maior
biodegradabilidade em comparacdo com os organoclorados. Os organofosforados
apresentam baixa acado residual, com pouca estabilidade no meio ambiente e
acumulacgao limitada em organismos vivos, sendo que 80 a 90% dos compostos
sdo eliminados apdés 48 h do contato. Os inseticidas organofosforados séo
importantes ndo somente pela protecao agricola que oferecem mas também,
pelos propésitos industriais, domiciliares e ambientais (KLOCHER, et al, 1991;
SANTQOS, et al, 2007).

Os inseticidas organofosforados que representam a classe de maior interesse
comercial e toxicolégico, sdo ésteres ou tidis derivados de acidos fosféricos,
fosfénico, fosfinico ou fosforamidico e usualmente tém a estrutura geral descrita
na Figura 6.
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Figura 6: Estrutura fundamental de inseticidas organofosforados (SANTOS, et al, 2007)

Usualmente, R1 e R2 sao grupos arilas ou alquilas que sao ligados
diretamente ao atomo de fésforo, formando fosfinatos, ou através de um atomo de
oxigénio ou de enxofre, formando fosfatos e fosforotioatos. Em outros casos, R1
esta diretamente ligado ao atomo de fésforo e R2 esta ligado por um atomo de
oxigénio ou de enxofre, formando fosfonatos ou tiofosfonatos. Os fosforamidatos
apresentam no minimo um grupo -NH2 na molécula; os grupos amino dos
fosforamidatos podem ser ndo-substituidos, mono ou di-substituidos; os atomos
que podem formar ligagdo dupla com o fésforo podem ser oxigénio, enxofre ou
selénio. Finalmente, o grupo L pode pertencer a uma variedade de grupos, tais
como halogénios, alquila, arila ou heterociclicos. O grupo L, ligado através de um
oxigénio ou atomo de enxofre ligado ao atomo de foésforo, € chamado de grupo de
saida, que é liberado pelo atomo de fésforo quando o mesmo € hidrolisado pela
fosfotriesterase (PTE), ou pela interacdo com o sitio da proteina (AChE)
(HOLLINGWORTH, 1976; CHAMBERS, et al 1995; SANTQOS, et al, 2007).

A aplicagdo industrial e comercial de compostos organofosforados na
agricultura comegou com Schrader e colaboradores, que descobriram, em 1941, o
inseticida octametilpirofosforamida (Figura 7), que foi chamado de Scharadan.

Scharadan

Figura 7: Primeiros pesticidas organofosforados (SANTOS, et al, 2007)
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Depois deste, um grande numero de inseticidas ésteres organofosforados
também foram descobertos, incluindo o primeiro com praticas inseticidas chamado
de Bladan, que continha tetraetilpirofosfato, ou TEEP, preparado na Alemanha em
1944. Na verdade, a sintese do tetraetilpirofosfato foi realizada pela primeira vez
por Moschine em 1854. Contudo, o TEEP causava perturbagdes como nauseas e
alta toxicidade, apesar do que, foi muito usado na Alemanha como substituto da
nicotina para matar pulgées (SANTOS, et al, 2007).

O grande avanco dos inseticidas organofosforados na agricultura e de seu
conhecimento cientifico na relacao estrutura-atividade deu-se pela descoberta do
composto parathion por Schrader em 1944, primeiro produto de novo grupo de
inseticidas revolucionarios usados até hoje. Apesar de sua toxidez relativa, outros
inseticidas menos téxicos tinham sido desenvolvidos com poucas modificacdes

estruturais; por exemplo, clorthion, fenthion e fenitrothion (Figura 8).
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Figura 8: Pesticidas organofosforados (SANTOS, et al, 2007)
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Foram desenvolvidos outros compostos importantes com toxidez ainda baixa,
como € o caso do malation, que tem o grupo éster carboxilico e o demeton-S.
Estes dois compostos, por possuirem um grupo tioéter, apresentam alta atividade
inseticida, Figura 3.8.

O modo de acao dos pesticidas organofosforados € pela inibicdo da enzima
acetilcolinesterase nos sistemas nervosos de vertebrados e de invertebrados
(FOURNIER, et al, 1994; JOKANOVIC, 2001). O principal sitio de ag¢do dos
inseticidas organofosforados é o sistema nervoso na jungdo neuromuscular,
interagindo com a acetilcolinesterase, cuja funcdo € catalisar a hidrélise da
acetilcolina (ACh) em acido acético e colina (Figura 9), interrompendo a
transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurbnios colinérgicos do
sistemas nervosos central e periférico (GALLO, et al, 1990; CHAMBERS, et al
1989).

HiC, . CH;
# g X s 0 = )
S WL e ach . PHC FH |
Hi (CHap—0O—C—CH; ———— ,h\ ~OH
Hal” (CH:p—0H
Acetileolin Colina Acido acético

Figura 9: Reacio de hidrdlise da acetilcolina (SANTOS, et al, 2007)

A acetilcolina € um mediador quimico, necessario para a transmissao dos
impulsos nervosos, presente nos mamiferos e insetos. Quando a AChE ¢ inibida
acontece paralisia e morte dos insetos (PADILHA, et al, 1994; KARCZMAR, 1998).

Os organofosforados sdo amplamente usados na agricultura como
inseticidas devido ao seu grande espectro de atuagdo contra pragas, baixa
bioacumulacdo e rapida degradacdo no ambiente por oxidagdo e hidrdlise.
Entretanto certa quantidade dos pesticidas usados é transferida por transporte
superficial (runoff) atingindo outros locais como rios e lagos.
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Pode ocorrer também a lixiviagdo, que é o transporte pelo perfil do solo
contaminando o lencol freatico o que pode causar um amplo espectro de efeitos
toxicos em organismos aquaticos e seres humanos. Pesticidas organofosforados
foram determinados 19 dias apds experimentos de simulagdo de aplicagdo e
transporte superficial (BASANTA, et al 1995).

1.1.4 Pesticidas organofosforados estudados neste trabalho

1.1.4.1 Metil Paration

Tiofosfato de O,0-dimetil,O-p-nitrofenil € um inseticida e acaricida amplamente
usado no controle de pestes na agricultura, em sementes, frutas e hortalicas. E um
composto altamente toxico de acordo com a agéncia de protegdo ambiental dos
Estados Unidos (EPA). Sua classificacdo toxicoldgica pertence ao grupo Ib,
apresentando grande penetracdao cutanea. Em 1991, se tornou um pesticida de
uso restrito (U.S EPA, 2006). Em particular o enxofre torna a molécula muito mais
estavel quanto a hidrolise. Sua férmula estrutural é apresentada na Figura 10, a
sua férmula molecular é CgHio NOsPS, e a massa molar sendo 263,21 gmol™. E
um sélido branco, apresentando-se na forma de cristais. Sua solubilidade em agua
é de 50 ppm, sendo soluvel na maioria dos solventes organicos. DLsy: 14, 24 mg
kg" (MERK, 1997)

NO,
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Figura 10. Férmula estrutural da molécula do pesticida Metil Paration
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1.1.4.2 Clorpirifos

Fosforotioato O,O-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil € um inseticida e acaricida
usado amplamente na agricultura, cuja férmula estrutural é apresentada na Figura
11.

Apresenta férmula molecular CgH11CIsNO3PS, e massa molar 350,59 gmol ™.
Em temperatura ambiente, apresenta-se na forma de cristais brancos. A
solubilidade em agua é de 2 ppm, sendo soluvel na maioria dos solventes
organicos. DLsy 145 mg kg'1 (MERK, 1997).

Cl

Cl

S

S g

Figura 11. Féormula estrutural da molécula do pesticida Clorpirifos

1.1.4.3 Malation

O S-(1,2-dicarbetoxietil) O,0 dimetilditiofosfato € um inseticida derivado do
acido succinico usado na agricultura. Sua férmula estrutural € apresentada na
Figura 12 e sua férmula molecular é C1oH1506PS,. A massa molar é 330,36 gmol ™.
Em temperatura ambiente, é um liquido ambar com odor caracteristico. A
solubilidade em agua é de 145 ppm, sendo sollvel na maioria dos solventes
organicos. Sofre hidrélise na faixa de pH entre 5,00 e 7,00. E estavel em solucédo
tampéo pH 5,3. DLsy 1375 mg kg™ (MERK, 1997).

Como todo organofosforado, age por inibicdo da colinesterase, que contudo é
reversivel para doses sub-letais. Produz como efeitos a bronco-constricao, suor,

salivagdo e outras secrecdes glandulares, anorexia, nausea, vomito, diarréia,
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constricdo muscular, convulsdo, paralisia da respiracdo. Embora estes efeitos

sejam reversiveis, 0 paciente precisa de alguns dias para se recuperar.
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Figura 12: Formula estrutural da molécula do pesticida Malation

1.1.4.4 Diclorvos

Fosfato de 0,0-dimetil-2,2-diclorovinila, é um inseticida cuja férmula
estrutural é apresentada na Figura 13. Sua férmula molecular € C4H;Cl,O4P. A
massa molar é 220,98 gmol’. E um liquido de coloragdo ambar, odor
aromatico e sua solubilidade em agua é 1 g/100 mL. E soltvel em &lcool e na
maioria dos solventes ndo polares. DLso: 80, 56 mg kg' (MERK, 1997). A
molécula de diclorvos € estavel ao aquecimento e € hidrolisada rapidamente
em meio alcalino. Em meio &cido sua hidrélise é lenta.

Possui efeito toxicoldgico leve em seres humanos e, em altas doses, ataca
o sistema nervoso central, uma vez que é um agente anticolinesterase. O
principal problema relacionado a utilizacao deste pesticida é que o emprego
exagerado, tanto doméstico, no combate a moscas, baratas e pernilongos,
como na agricultura e pecuaria, faz com que a contaminagdo humana se torne
frequente (OLIVEIRA, 2004).

ﬁ
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Figura 13. Férmula estrutural da molécula do pesticida diclorvos.
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1.2 Analise por injecao em fluxo (FIA)

Os sistemas de analise por injecdo em fluxo tém como objetivo a mecanizacao
da analise quimica através da introducao da solu¢cdo da amostra em um fluido
transportador, ndo segmentado, que conduz a amostra em direcdo a cela de
deteccdo, sendo possivel, ao longo do percurso analitico, receber reagentes e
passar por etapas de processamentos, como: separagdes, diluicdes, extracao
liquido-liquido, pré-concentragédo etc. (RUZICKA & HANSEN, 1975; KRONKA, et
al, 1997)

Podemos dizer que a andlise por injecdo em fluxo é uma técnica de
automacao que, essencialmente, combina trés principios basicos: injecdo de
amostra, dispersdo controlada da amostra e reprodutibilidade no tempo dos
eventos. O volume injetado, a vazao do carregador e o tempo de residéncia séo
parametros que afetam a dispersdo da amostra. A grandeza da dispersdo da
amostra € muito importante no desenvolvimento de um método FIA, pois se
relaciona diretamente com a sensibilidade, a freqliéncia de amostragem e o grau
de mistura entre os reagentes (REIS, et al, 1989; REIS, 1996; ZAGATTO, et al,
1999)

Desde a proposta do conceito de “Flow Injection Analysis” por RUZICKA e
HANSEN (1975), varios procedimentos de automagdo/mecanizacdao de
procedimentos analiticos foram desenvolvidos. A facil assimilacdo desta técnica
pela comunidade cientifica se deve a simplicidade da instrumentacao, facilidade
operacional e da implementacao dos modulos de andlise, utilizando em muitos
casos, instrumentacao de baixo custo.

Segundo a IUPAC, Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, a
automacao é definida como sendo o uso combinado de dispositivos mecéanicos e
instrumentais para substituir, refinar, ampliar ou suplementar o esforco e a
inteligéncia humana na execucéao de um dado processo no qual, pelo menos, uma
das operacbes € controlada sem a intervencdo humana, por um sistema de
realimentacao (feedback). A definicao para mecanizacdo, também segundo a

IUPAC, refere-se ao uso de dispositivos para substituir, refinar, ampliar ou
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suplementar o esforco humano, diferenciando da automacéao por nao ser efetuada
a realimentacao em nenhuma parte do processo (KINGSTON, et al, 1994).

Assim, muitos sistemas de fluxo podem ser melhor designados como
instrumentos mecanizados, que executam fungdes previamente determinadas sem
a intervencdo humana, porém nao podem tomar decisdes ou mudar o curso da
analise durante sua execucao (CALATAYUD, 1996).

Os sistemas em fluxo podem medir diretamente uma propriedade da espécie
dissolvida na amostra injetada ou exigir rea¢gées quimicas ou enzimaticas para a
conversdao da espécie quimica de interesse em outra com propriedades mais
favoraveis as determinacdes. Os métodos envolvendo biossensores e reatores
enzimaticos tém sido empregados com esta finalidade. A partir de reacdes
enzimaticas, ha a formagao de novas espécies, as quais serdo detectadas (REIS,
1996).

Os biossensores, os reatores enzimaticos e os sistemas de fluxo sao
totalmente compativeis (DE LA GUARDIA, 1995). O uso de enzimas imobilizadas
em sistemas de analise por injecdo em fluxo permite o desenvolvimento de
andlises rapidas, simples e especificas, com consumo de quantidades reduzidas
de reagentes (REIS, 1996).

Nesta tese o sistema FIA continha uma cela de permeacéo gasosa por onde o
acido acético, proveniente de uma reagcdo enzimatica, sofria pervaporacdo e
entrava em contato com um indicador acido-base obtendo-se o sinal analitico.

O uso de membranas de difusdo gasosa tem sido usado ha varios anos em
sistemas FIA para aumento de seletividade, uma vez que apenas algumas
espécies sdo suficientemente volateis a temperatura ambiente (LAZARO, et al
1988).

As membranas podem ser usadas em FIA para transferir certos compostos de
um fluxo doador (amostra), para um fluxo receptor (detector). O gas absorvido
muda o pH do fluxo receptor, e isto pode ser medido espectrofotometricamente,
via um indicador acido-base, sendo a variacdo da absorbancia proporcional a
concentracdo do analito. Métodos condutométricos sdo também empregados,
sendo o principio baseado na mudanga de condutividade de um fluxo receptor
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pela absor¢cdo dos compostos volateis (KUBAN, et al, 1993).

O sistema FIA emprega os componentes basicos usuais associados a uma
cela de permeagéo gasosa que contém uma membrana semi-permedvel que deve
apresentar boa estabilidade quimica e fisica (KUBAN, et al 1993). Nos sistemas
FIA com membranas de difusdo gasosa, as varidveis de significAncia sao
principalmente: a vazao, o tipo de membrana e o procedimento de instalagcao da
mesma (TRYZELL, et al, 1995).
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1.3 Cromatografia gasosa e Espectrometria de massas (CG/MS)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacdes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a
fase estacionaria.

Na cromatografia gasosa (CG), a amostra € vaporizada e injetada no topo de
uma coluna cromatogréfica. Essas colunas sédo tubos longos de metais como aco
ou cobre, vidro ou teflon. Colunas de CG tém diametro de cerca de 3 mm e
comprimento em torno de 3 m.

A eluigcéo é feita por fluxo de um gas inerte que atua como fase moével, que
neste caso ndo interage com as moléculas do analito. Sua unica funcédo é
transportar o analito através da coluna. Os gases utilizados como fase moével
devem ter alta pureza e ser inertes em relacdo a fase estacionaria. Hidrogénio,
nitrogénio e hélio sdo os mais usados. A Figura 14 apresenta um esquema basico
de um cromatégrafo a gas (SKOOG, et al, 2002).
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Figura 14: Componentes basicos de um cromatégrafo a gas (SKOOG, et al, 2002).
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O principal mecanismo de separacao da cromatografia gasosa esta baseado
na particdo dos componentes de uma amostra entre a fase mével gasosa e a fase
estacionaria liquida. A utilizacdo de fases estaciondrias solidas, as quais levariam
a separagao por adsorgao, apresenta poucas aplicagdes. A cromatografia gasosa
€ uma das técnicas analiticas mais utilizadas. Além de possuir um alto poder de
resolucao, é muito atrativa devido a possibilidade de detec¢cdo em escala de nano
a picogramas. A grande limitacao deste método € a necessidade de que a amostra
seja volatil ou estavel termicamente, embora amostras ndo volateis ou instaveis
possam ser derivadas quimicamente (COLLINS, et al, 1997).

Os detectores de maior aplicacao sao o detector por ionizacdo em chama € o
detector de condutividade térmica. Os dados podem ser obtidos através de um
registrador potenciométrico, um integrador ou um microcomputador, sendo as
amostras identificadas por seus tempos de retencéao.

Nesses equipamentos é necessario o controle da temperatura do injetor, da
coluna e do detector, as quais sdo mantidas por termostatos. Como a temperatura
€ um fator extremamente importante, grande parte das analises por cromatografia
gasosa € feita com programacao de temperatura, obtendo-se melhor separacao
com picos mais simétricos em menor tempo.

Atualmente, espectrdmetros de massas tém sido acoplados a equipamentos
de cromatografia gasosa, que dao ao quimico uma ferramenta poderosa para a
identificacdo de compostos de misturas complexas, gerando assim os chamados
métodos hifenados. A Figura 15 apresenta um esquema de um cromatégrafo
gasoso acoplado a um espectrometro de massa (SKOOG, et al, 2002).
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Figura 15: Esquema de um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massas

(SKOOG, et al, 2002).

No espectrometro de massas, a amostra precisa ser volatilizada e ionizada.

Os ions sao separados por campos magnéticos ou elétricos em uma camera de

vacuo e a corrente i6nica é detectada e gravada em funcdo da massa. O

parametro medido pelo MS é a razdo massa/carga (m/z), que € a razao do numero

de massa de uma dada particula pelo nimero de unidades de carga eletrostatica
carregadas pela particula (WATSON, 1997).
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1.4 Enzimas

Praticamente todos os componentes moleculares de um organismo podem,
potencialmente, reagir uns com os outros. Muitas dessas reag¢des sao favoraveis
de modo termodindmico. Mesmo assim, somente um pequeno subconjunto de
todas as reacOes possiveis de fato ocorrem em quantidade significativa em um
organismo. A velocidade de uma dada reacdo depende ndo somente da diferencga
entre a energia livre os estados inicial e final, mas também do caminho pelo qual
0s reagentes sao transformados em produtos. Os organismos vivos fazem uso dos
catalizadores, que sao substancias que aumentam a velocidade das reacdes em
direcdo ao equilibrio sem, contudo, afetar a AG da reagdo. Os catalisadores
biolégicos sdo chamados de enzimas e a maioria sdo proteinas (VOET, et al,
2000).

As enzimas aceleram as reacOes bioquimicas pela interacao fisica com os
reagentes e produtos, propiciando um caminho mais favoravel para a
transformacao de um no outro. As enzimas aumentam a velocidade das reagées,
fazendo com que a interacao entre os reagentes aumente a probabilidade de a
reacao completar-se (VOET, et al, 2000).

Os Dbiocatalizadores sdo constituidos principalmente por cadeias
polipeptidicas. A parte protéica da enzima, sem cofatores ou grupos prostéticos, €
denominada apoenzima, e nao apresenta atividade catalitica. Os cofatores séo
pequenas moléculas organicas como as coenzimas FAD e NAD ou sdo ions como
Fe(ll), Mn(ll), Cu(ll), etc, os quais ligam-se fracamente a apoenzima e estao
envolvidos diretamente na atividade catalitica. O grupo prostético, ao contréario, se
liga fortemente a apoenzima. A associacdo do cofator ou grupo prostético a
apoenzima forma a holoenzima que é a enzima ativa (LEHNINGER, 1995; SAID,
et al, 2002; LEITE, 2005).

A molécula sobre a qual a enzima atua para formar o produto é chamada
substrato. Em geral, o sitio de ligacdo do substrato consiste de um entalhe ou
sulco na superficie de uma enzima, complementar ao formato dos substratos

(complementaridade geométrica). As moléculas que se diferem do substrato no
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formato ou na distribuicio de grupos funcionais ndo podem ligar-se
produtivamente a enzima. Complementaridade entre as enzimas e seus substratos
€ a base do modelo “chave e fechadura” da fungéo 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 considera-se a existéncia de uma impressdo negativa do
substrato sobre a superficie da enzima. O substrato encaixa-se nesse sitio de
ligagdo como uma chave a uma fechadura. Nesse modelo, o sitio ativo apresenta
caracteristicas estruturais rigidas que sdo complementares aquelas de cada
substrato. Ele porém nao prevé os efeitos de interagdes alostéricas (LEITE, 2005).
Os efeitos alostéricos sao aqueles nos quais a ligacdo de um ligante a um sitio
afeta a ligagao de outro ligante a outro sitio, geralmente requerem interagdes entre
subunidades de proteinas oligoméricas (VOET, et al, 2000).

Outro modelo, sugerido por Koshland em 1968, conhecido como ajuste
induzido, sugere um ajuste na conformagdo da superficie da enzima com a
aproximacao do substrato, formando um sitio de ligacdo. Neste modelo, os sitios
ativos sao flexiveis, apresentando uma estrutura complementar aquela do
substrato somente quando estiverem ligadas a enzima. As reacdes catalisadas por
enzimas ocorrem em velocidades que sdo 10° a 10'? vezes mais rapidas que as
reacdes correspondentes nao catalisadas (LEHNINGER, 1995; SAID, et al, 2002;
LEITE, 2005).

A aplicacdo analitica de enzimas imobilizadas vem sendo utilizada
preferencialmente no lugar da enzima em solugéo. A imobilizagdo de enzimas em
matrizes inertes aparece como uma boa alternativa para manter a atividade
catalitica e a estabilidade das enzimas.

Enzimas imobilizadas encontram amplo uso em quimica analitica na
construcdo de biossensores e de reatores enzimaticos que sao acoplados a
sistema de andlise em fluxo (GUILBAULT, 1991; LAM, 1995; LEITE, 2005).
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1.5 Biossensores

Biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar
técnicas existentes, devido as suas caracteristicas unicas, tais como: seletividade,
relativo baixo custo de construgcdo e estocagem, potencial para miniaturizacéo,
facilidade de automacao e construgdo de equipamentos simples e portateis para
um monitoramento "in situ" rapido. Entretanto, é necessario enfatizar que estas
ferramentas ndo podem e ndo devem ser vistas como alternativas para técnicas
analiticas classicas, mas sim como um complemento a elas, pois alguns
biossensores ainda podem apresentar problemas de estabilidade (NISTOR, 1999).

Devido ao recente avanco nas areas de microeletronica, biotecnologia e
fibras oOticas, a definicAo de um biossensor evoluiu do conceito classico de um
eletrodo associado a uma enzima para uma variedade de métodos analiticos e
dispositivos baseados em biocatalise ou bioafinidade (THEVENQOT, 2001).

Um biossensor compreende dois elementos distintos: um elemento de
reconhecimento biolégico (anticorpo, enzima, células receptora, organela, tecido
animal ou vegetal, microorganismo, acidos nucléicos) em contanto intimo a um
segundo elemento transdutor do sinal, o qual pode ser classificado em
eletroquimico (amperométrico, potenciométrico e condutimétrico) ou Optico
(medida de luminescéncia, fluorescéncia). Este encontra-se conectado com um
sistema de aquisicdo e processamento dos dados, que converte o sinal de um
elemento bioldégico em um sinal elétrico quantificavel (PATEL, 2002). Por exemplo,
Thévenot et al (1999) definiram um biossensor eletroquimico como um dispositivo
integrado independente, o qual € capaz de produzir um sinal analitico especifico,
quantitativo ou semiquantitativo, usando um elemento de reconhecimento
bioldgico (receptor bioquimico), o qual é imobilizado em contato direto com o
elemento transdutor eletroquimico. Os autores recomendam que um biossensor
nao deve ser confundido com um sistema bioanalitico, uma vez que este requer

um passo adicional no processo, como a adicao de reagentes.
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Cronologicamente, o primeiro biossensor foi um sensor enzimatico
desenvolvido por Clark e Lions em 1962. Este sensor era utilizado com glucose
oxidase na superficie de um eletrodo amperométrico de oxigénio e foi usado para
quantificar diretamente glicose em amostras (CLARK and LYONS, 1962). Desde
entdo, inUmeros sensores enzimaticos em diferentes configuracdes tém sido

desenvolvidos.

1.5.1 Imunossensores

A seletividade do reconhecimento do analito pelo componente biolégico
ativo, aliada a sensibilidade do transdutor, tem gerado grande numero de
trabalhos na area de biossensor catalitico (WOLFBEIS, 2000; ZHANG, et al,
2000). No entanto, a determinacdo de niveis de concentracbes aceitaveis de

compostos poluentes e de drogas ou hormdnios, em quimica clinica, requer o
. . ., . - -9
desenvolvimento de metodologias confiaveis com deteccao na ordem de 10  mol

L Nesse caso, a tecnologia imunoldgica, que é baseada na habilidade do
anticorpo (Ac) formar complexo com o correspondente antigeno (Ag) é essencial
pois ndo somente a sensibilidade deve ser considerada, mas também a
especificidade (RICCARDI, et al, 2002).

O imunossensor € um tipo de biossensor baseado na reagdo imunoldgica,
sendo que o antigeno ou anticorpo € imobilizado na superficie do transdutor.
Assim, diversos tipos de imunossensores podem ser construidos, de acordo com o
tipo de transdutor empregado (SKLADAL, et al, 1997; MORGAN, et al, 1996).

1.5.1.1 Principio do imunoensaio

Os anticorpos pertencem a familia das glicoproteinas denominadas
imunoglobulinas (lg). Sdo produzidos pelos animais em resposta a presenca de
substancias estranhas denominadas imun6genos ou antigenos (RICCARDI, et al,
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2002). Os antigenos (substancias imunogénicas) sdo capazes de desencadear
reacdes em cadeia, como apresentado na Figura 16, ativando linfécitos (glébulos
brancos) e a sintese de anticorpos especificos (sistema imune humoral) (GIL, et

al, 1999).
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Figura 16. Esquema simplificado de uma resposta imunolégica (GIL, et al, 1999)

Ao desenvolver o imunossensor, ha que se dispor do anticorpo adequado
para a substancia em questao. Alguns sao disponiveis comercialmente, porém as
rotas para a producdo seguem esquema conhecido e tém sido descritas (GIL, et
al, 1999; NARDI, et al, 1988).

No imunoensaio, o anticorpo combina-se especificamente com o
correspondente antigeno ou hapteno (substancia de baixa massa molar que por si
nao é imunogénica, mas pode se ligar ao anticorpo especifico) formando um
complexo, conforme a Equacéo 1. Essa interacdo € caracterizada pela constante
de afinidade, K,, definida pelas concentragées do complexo (AgAc), do antigeno

livre (Ag) e dos sitios livres dos anticorpos (Ac) no equilibrio, de acordo com a
Equacao 2 (RICCARDI, et al, 2002).

Ac + Ag AgAc Equacio 1

_ [AcAg] )
A= W[jg] Equacao 2
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Os valores das constantes de afinidade entre 104 e 1012 L mol_1 resultam na alta
sensibilidade dos imunoensaios. Embora estudos para a determinagdo das
constantes tenham sido realizados, na determinacdo do anticorpo, antigeno ou
hapteno, freqlentemente o valor da constante ndo é diretamente empregado
(RICCARDI, et al, 2002).

Sob o ponto de vista analitico, a formagdo do complexo pode ser
monitorada pelo método direto (sem qualquer marcador), porém grande parte dos
imunoensaios lancam mao de marcadores (método indireto). Tanto o antigeno
quanto o anticorpo podem ser marcados e, entdo, sdo denominados conjugados.

Os primeiros imunoensaios empregavam marcadores radioativos, mas a
restricdo quanto ao emprego de radioisétopos conduziu ao desenvolvimento de
ensaios com compostos fluorescentes ou enzimas, sendo o ELISA (Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay), 0 mais amplamente utilizado em analises clinicas
e biologicas (RICCARDI, et al, 2002). A Tabela 3 apresenta alguns sistemas de

deteccéo e respectivos marcadores utilizados em imunoensaios (GIL, et al, 1999).

Tabela 3. Sistema de detecciao e exemplos de marcadores.

Sistema de Deteccao Exemplos de marcadores
Eletroquimicos enzimas: peroxidases, oxidases
. . 125 14 3
Radioativos isétopos: I, C, H
Piezoelétricos* macromoléculas (Anticorpos)
Fluorimétricos fluoresceina, quelatos de lantanideos
Luminométricos luminol, isoluminol, lucigenina, acridina

* sistema de deteccdo direta, os demais sdo, na maioria, indiretos.

Os imunoensaios sao classificados como homogéneos, quando para a
deteccdo nao se faz necessaria a separacao entre espécies marcadas e livres;
heterogéneos quando se necessita, para a quantificagdo precisa, de uma etapa
adicional para separacao das fracdes livres e ligadas da espécie marcada (Ag ou
Ac)(GIL, et al, 1999).
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Dentre o0s diversos formatos de imunoensaios, 0s denominados
competitivos e sanduiche tém sido os mais empregados. No ensaio competitivo, o
antigeno marcado com enzima (Ag*) e o antigeno livre (Ag) competem pela
ligacdo com o anticorpo imobilizado, formando o complexo de acordo com a

seguinte equacao:
Ac+Ag + Ag = AcAg+ AcAg Equacdo 3

Ap6s a competicao pela quantidade restrita de Ac, o0 excesso de reagente é
eliminado por lavagens sucessivas e o complexo formado é medido através do
agente empregado como marcador. Neste ensaio imunoquimico, a grandeza de
medida € inversamente proporcional a concentragdo de antigeno livre,
apresentando alta sensibilidade. Alternativamente, o antigeno pode ser
imobilizado e o anticorpo € conjugado com uma enzima (Ac*).

O ensaio tipo sanduiche (heterogéneo nao competitivo) pode ser realizado
pela imobilizacdo do Ac ou Ag em uma superficie sélida e, ap6s a reacao com o
analito, adiciona-se um sistema para o monitoramento da reagcdo Ag-Ac
compreendido por um anti-analito conjugado a uma enzima. Ele proporciona,
teoricamente, uma alta sensibilidade e especificidade, uma resposta linear para
um intervalo de concentracdo consideravel e um curto tempo de reacao
comparando-se com o0 ensaio competitivo.

Apesar da alta especificidade, o ensaio tipo sanduiche pode ocasionar um
alto “background” e uma dependéncia de fatores de diluicdo. Contudo, a
configuragdo depende do reconhecimento simultdneo de sitios de ligagbes
distintos no analito e requer uma grande quantidade de anticorpos reagentes.
Além disso, no caso de moléculas pequenas (por exemplo, residuos de pesticidas
ou seus produtos metabdlicos), a ligacao torna-se impossibilitada por impedimento
estérico (RICCARDI, et al, 2002). A Figura 17 apresenta um esquema simplificado.
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Figura 17: Esquema de imuno ensaio tipo sanduiche (GIL, ef al, 1999)

1.5.1.2 Enzima-imunoensaios (EIAs)

Enzimas sdo os marcadores mais utilizados na atualidade, com as
vantagens de ndo apresentarem riscos associados a exposicao de radioisétopos,
bem como a possibilidade de amplificacdo catalitica (uma Unica enzima pode
gerar varias espécies detectaveis) e da associacado com outros marcadores, como
por exemplo, os quimiluminescentes e fluorescentes, resultando em ensaios de
baixo limite de deteccao (TSUJI, et al, 1989).

O exemplo significativo mais classico de ElAs heterogéneos é o ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay). Este método emprega anticorpos

imobilizados em placa de poliestireno com numero variavel de ensaios (Figura 18).

+ substrato

i e

Figura 18: Kit para ensaio ELISA.
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Este método é realizado em 8 etapas: 1- ativacao da placa, 2- lavagem, 3-
imobilizacdo dos anticorpos, 4- lavagem, 5- incubacgao, 6 — lavagem, 7- adicao do
substrato cromogénico e 8- leitura Optica dos pogos. Este sistema de placas
possibilita a realizagdo do ensaio de maneira que garanta a uniformidade de todas
as etapas, tanto para as amostras quanto para as referéncias, condicao essencial
para a confiabilidade dos dados. Outro ponto a ser considerado € que devido a
alta sensibilidade e rapidez do método, 0 mesmo € feito em micro escala, o que o
torna bastante econémico dado a reduzida quantidade de reagentes utilizada.

O teste ELISA pode operar de forma competitiva ou ndo competitiva. Na
versao competitiva, antigenos marcados com enzimas competem com antigenos
livres (analito) por numero limitado de anticorpos imobilizados. Depois do periodo
de incubacédo (1 a 4 horas) a placa é lavada para remogdo de espécies néo
ligadas. Em seguida, adiciona-se excesso de substrato e mede-se a atividade
enzimatica. Esta sera inversamente proporcional a concentragdo do analito. Nesta
tecnologia, a curva de calibracdo e a analise propriamente dita sdo feitas
simultaneamente sob condi¢des padronizadas (GIL, et al, 1999).

1.5.1.3 Aplicacdes de imunossensores

Segundo NUNES et al (1998) o teste ELISA esta sendo cada vez mais
utilizado para a quantificacdo de pesticidas, como técnica complementar aos
métodos cromatograficos tradicionais. Por apresentar alta seletividade e
sensibilidade, os testes ELISA, baseados na reacdo entre antigeno e anticorpo,
podem ser adequados a analise de contaminantes organicos em varios tipos de
amostras.

Uma das vantagens é que os testes ELISA podem ser feitos in situ e para
um grande numero de amostras simultaneamente. Varios estudos mostram
excelente correlagdo com resultados obtidos por cromatografia e por ELISA. H&
necessidade de se avaliar a aplicabilidade do método para diversos tipos de
amostras ambientais (DANKWARDT, et al, 1996).
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Fatores como a presenca de cations e anions, tempo de reacgéo, pH e
conteudo de matéria organica podem ser responsaveis por efeito de matriz,
interferindo em reagdes imunoquimicas. Em geral, o efeito de matriz produz
diminuicdo da intensidade de coloragdo (absorbancia), levando a resultados
errbneos, uma vez que o desenvolvimento de coloragdo € inversamente
proporcional a concentracao do analito (TOSCANO, et al, 1998).

Em estudos de otimizacdo de ensaios ELISA, ndo se pode deixar de
considerar que em amostras de aguas sao encontrados varios compostos,
especialmente matéria organica que, de alguma forma, influenciam na
determinacdo do analito sendo, portanto, necessario um estudo de um
procedimento de preparo das amostras.

Um exemplo do efeito de matriz é a tendéncia de superestimar a
concentracao do pesticida carbaril, possivelmente devido a adsorcao do pesticida
pelo material humico. Este comportamento, particularmente em baixas
concentragdes do analito, pode ser resultado do efeito de matriz proveniente dos
elevados teores de matéria organica, levando a resultados falso-positivos
(DANKWARDT, et al, 1996; TOSCANO, et al, 1998). Pode-se dizer que este
método se apresenta como um aliado aos métodos cromatograficos como um pré-
teste (analise in situ). O teste ELISA é uma ferramenta analitica alternativa, pois
as varias etapas envolvidas sdo compensadas pela grande quantidade de
amostras que podem ser testadas simultaneamente.

Aga et al (1994) determinaram o herbicida alaclor (um dos herbicidas mais
utilizados nos EUA com potencial carcinogénico) e seus metabdlitos (que
apresentam alta persisténcia e alta mobilidade no ambiente) em agua por meio da
extracdo em fase sélida (SPE) e imunoensaio (ELISA). Os resultados do teste
ELISA foram comparados com cromatografia gasosa para o alaclor e com
cromatografia liquida para os metabdlitos (Acido Etanosulfonico - ESA e Acido
Oxoécetico - OXA). Segundo os autores, o teste ELISA pode ser aplicado na
analise de residuos no solo e agua. Trata-se de uma técnica sensivel, rapida e

que pode ser conduzida em laboratério € no campo. Entretanto, em amostras
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ambientais com matrizes complexas o teste foi limitado devido aos resultados
falso-positivos.

Segundo Aga et al (1994), o acoplamento da extracdo em fase sélida com o
teste ELISA pode ser aplicado para analises de tragos de alaclor e seus
metabolitos majoritarios. A metodologia SPE foi um procedimento simples e
elegante devido a retirada dos interferentes, concentracdo e separacdo do
pesticida em uma unica etapa. Além disso, também foi possivel analisar um dos
metabolitos (ESA) do alaclor devido a forte reatividade cruzada do ESA com
anticorpo anti-alaclor. A metodologia foi vidvel para aguas da superficie e
subterrdneas, sendo que as analises podem ser comparadas as técnicas
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG). Por
outro lado, devido ao fato do anticorpo anti-alaclor ter uma forte reatividade
cruzada com um dos metabolitos, pode-se ter um falso-positivo para o alaclor.

Os pesticidas N-metilcarbamatos sdao amplamente utilizados na agricultura
para o combate de um grande numero de pestes e seus residuos sdo encontrados
em frutas e vegetais. Estes tornaram-se substituintes dos compostos
organoclorados devido a sua grande eficiéncia como inseticidas e nematicidas,
baixa toxicidade para mamiferos e baixo potencial de bioacumulacao.

Foi estabelecido por varios paises um programa de monitoramento do
Limite Maximo de Residuos permitido (LMR), e este controle depende em grande
parte do nimero de andlises. A técnica mais utilizada na determinacdo destes
compostos € a CLAE, que requer uma instrumentacdo complexa de alto custo
operacional e pessoal qualificado. Uma alternativa € o uso de imunoensaios que
sao simples, de baixo custo, portateis, nao requerem instrumentacao sofisticada e
sdo capazes de analisar um grande numero de amostras simultaneamente.
Entretanto, os imunoensaios nao tém alcancado uma grande aceitacdo entre os
quimicos analiticos como um método alternativo ou complementar. Isto pode ser
explicado pela falta de um rigoroso e compreensivo estudo de métodos de
validacao para alimentos.

Abad et al (1999) fizeram um estudo comparativo para determinacao de

carbaril, carbofuram e metiocarb (N-metilcarbamatos) em pepinos e morangos
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baseados em anticorpos monoclonais. Foram utilizados trés kits ELISA diferentes,
com imunoreagentes especificos para cada composto estudado, os quais foram
comparados com cromatografia liquida.

Os resultados comparativos entre ELISA e CLAE para os trés pesticidas
estudados mostraram ser muito similares. Os trés testes ELISA se mostraram
apropriados para andlises quantitativas de carbaril, carbofuran e metiocarb em
pepinos e morangos. Uma das principais vantagens do imunoensaio é a
possibilidade da reducdo ou até mesmo a eliminagcdo do pré-tratamento das
amostras, sendo dependente do tipo de imunoensaio considerado e da
complexidade da matriz da amostra, o que também foi avaliado neste trabalho. As
amostras foram analisadas sem filtragdo e com particulas sélidas em suspenséo.
A comparagéo direta com os métodos de referéncia nédo foi possivel devido ao fato
da necessidade de extracdo antes da analise em CLAE. Entretanto, foi possivel
fazer uma comparagdo para o teste ELISA, de amostras purificadas e nao
purificadas, sendo que os resultados de recuperacéo e os desvios padrdo para as
amostras sem pre-tratamento foram apropriados.

A Tabela 4 apresenta algumas vantagens e desvantagens dos

imunosensores.

Tabela 4: Algumas vantagens e desvantagens na aplicacio de imunosensores
em quimica analitica.

Vantagens Desvantagens
e Boa especificidade, exatiddo e precisdo e Sintese de antigenos pode ser dificil
e Répido, facil de usar e Desenvolvimento de alto custo
e Ampla aplicabilidade e Kits tem tempo de equilibrio lento
e Redugdo e até mesmo a eliminagdo do e Kits ndo podem ser reutilizados
preparo de amostras (podendo ser e Nio ¢é apropriado para uma pequena
aplicada no campo) quantidade de amostras
e Andlise simultinea de um grande e Determinagdes multi-residuo
nimero de amostras (redugdo do tempo e Pode ser vulnerdvel a interferéncias nao
de andlise) especificas
e Redugdo no uso de solventes organicos e Limitada disponibilidade de anticorpos
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1.5.2 Biossensores enzimaticos

Em um processo analitico, as enzimas sdo normalmente utilizadas para
estimar substratos especificos e, dependendo do numero de enzimas, este
processo gera uma amplificagdo significativa na deteccdo de um substrato. Em
andlises de contaminantes de alimentos, a conversdo catalitica do substrato e a
dose de inibicdo de uma reagdo enzimatica sdo determinantes importantes da
concentracdo do contaminante. Biossensores enzimaticos utilizam enzimas
especificas para a captura e geracdo catalitica do produto, o qual é entédo
diretamente determinado usando varios tipos de transdutores (eletroquimico,
Optico, fototérmico, amperométrico), conforme a Figura 19 (PATEL, 2002).

A grande variedade de reagdes em meios bioldgicos, associada a
disponibilidade de varios transdutores, fornece grande variedade de opgdes frente
ao desenvolvimento da quimica analitica. Assim deve-se fazer a escolha
adequada do receptor biolégico, do elemento transdutor e estabelecer as
condicOes 6timas para a reacao que se deseja estudar (RODRIGUES, 1998).

Elemento ENZIMA
bioldgico
i A4 A i
Superficie de | Eletrodo fon- Espuma de Pérolas
imobilizacio revestido Membrana poliuretano de vidro
A 4 A 4 Y A 4
Elemento amperométrico potenciométrico Foto-térmico optico
transdutor

Fluorescéncia
Quimioluminescéncia
Refletancia

Figura 19: AplicacGes de biossensores enzimaticos (PATEL, 2002)
41



Existe uma relativa variedade de trabalhos onde foram empregadas
enzimas especificas para cada problema analitico. Como exemplo, no trabalho de
Rosato et al (2001) foi feito um estudo para determinacdo de compostos fendlicos
onde foram empregadas as enzimas redox tirosinase, lacase e peroxidase.

Devido a variedade e especificidade da aplicacdo de enzimas em analises
quimicas, nos restringiremos a discussdo de enzimas para determinacdo de
pesticidas de duas classes especificas, os organofosforados e carbamatos, pois o0
modo de agao dessas duas classes é baseado na inibicdo da colinesterase.

Dois tipos de colinesterases s&o conhecidas e tem sido usadas para a
fabricacdo de biossensores: acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE). BuChE é uma molécula com estrutura similar a AChE mas é
caracterizada por especificidade diferente do substrato: a AChE hidrolisa
preferencialmente um acetil-ester como a acetilcolina, enquanto que a BuChE
hidrolisa butirilcolina (HOSEA et al, 1995). Ivanov et al (2000) fez estudos
comparativos entre biossensores eletroquimicos baseados em colinesterases
(AChE e BuChE) para determinacao de pesticidas. O baseado na AChe obteve
menor limite de deteccdo. No presente trabalho, optamos por desenvolver um
biossensor baseado na enzima acetilcolinesterase (AChE).

1.5.2.1 Biossensores enzimaticos baseado na enzima acetilcolinesterase
(AChE)

Os pesticidas organofosforados e carbamatos sao atualmente as classes de
pesticidas mais empregados na agricultura, constituindo cerca de 57 % de todos
os pesticidas usados no mundo.

Os fosfatos organicos sao também conhecidos como anticolinesterases,
porque sua agdo se deve ao bloqueio dos centros ativos da enzima
acetilcolinesterase (AChE), uma enzima comum a insetos e mamiferos, sendo
altamente toxicos ao homem (ALLINGER, et al, 1978).

Geralmente, os pesticidas ndo sao substratos de enzimas, mas comportam-
se como inibidores especificos. Conseqlientemente, sua deteccao nao é baseada
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na catalise enzimatica do pesticida, mas na sua capacidade especifica de inibir a
atividade da enzima. A enzima, alvo do pesticida, é usualmente bem conhecida,
mas em muitos casos o0 uso analitico de enzimas é impossivel ou impraticavel.

A enzima AChE tem um importante papel fisiolégico nos mecanismos de
controle do sistema nervoso. No sistema nervoso, 0s impulsos nervosos sao
transmitidos através de células nervosas denominadas neurdnios. O contato entre
neurénios, assim como entre os neurbnios e as células musculares ou células
glandulares, sdo chamados de sinapse. Os impulsos nervosos se comunicam
através da maioria das sinapses mediantes transmissores quimicos, que sao
pequenas moléculas difusiveis, como a acetilcolina (ACh) e a noradrenalina. A
acetilcolina é também um transmissor nos terminais das placas motoras, que séo
unidées entre o nervo e o musculo estriado (STRYER, 1990; GUYTON, 1984).

A inibicdo da atividade da AChE na fenda sinaptica, pelo emprego de
substancias inibidoras da enzima, pode levar ao bloqueio neuromuscular. Algumas
substancias, tais como a neostigmina e a fisiotigmina, inativam a colinesterase de
tal forma que ela, apesar de presente nas sinapses, ndo hidrolisa a acetilcolina
liberada pela placa terminal. Como resultado, a quantidade de acetilcolina
aumenta ap6s impulsos nervosos sucessivos, de maneira que quantidades
extremas podem atingir o musculo, causando uma despolarizagcdo maior € mais
demorada na membrana sindptica. Tal fato pode provocar a morte devido a um
espasmo da laringe capaz de asfixiar a pessoa. A Figura 20 mostra a regido de
acao de um dos compostos inibidores da acetilcolinesterase (GUYTON, 1984).

/

Organofosforado

Figura 20: Regifio de acdo dos pesticidas organofosforados (adaptado de SANTOS, et al, 2007).
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Muitos inibidores assemelham-se ao substrato e ligam-se ao centro ativo da
enzima, caracterizando a inibicdo enzimatica que pode ser reversivel ou
irreversivel, dependendo do tipo de complexo com a enzima.

Um inibidor reversivel caracteriza-se por uma dissociacdo rapida do
complexo enzima-inibidor, enquanto um inibidor irreversivel caracteriza-se por
dissociar-se muito lentamente da enzima. Os organofosforados sao capazes de
inibir irreversivelmente a AChE, bloqueando a serina do sitio ativo da enzima por
um ataque nucleofilico, produzindo uma serina fosforilester, a qual é hidrolisada
muito lentamente (RODRIGUES, 1998). A figura 21 apresenta esquema da

inativacédo da enzima.

Unidades da AChE
oL HIS GLU HIS
0 N N*q SER 0 Ne@. N
PO e a PO A
ol H—Q+ O’/
/- SE
O 0]
RO )
PARN RQO\F;_O_
R4 X )
R4 w
Organofosforado X
Organofosforado

Enzimainativa Organofosforado

Figura 21. Esquema da inativacio irreversivel da enzima por organofosforado (SANTOS, et al, 2007)
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Outra grande classe de pesticidas compreende os carbamatos, dos quais o

carbaril € um exemplo (Figura 22). Sua sintese tem por base o B-naftol, que é

condensado com fosgénio para formar o cloro-carbamato. O tratamento deste

ultimo com metil-amina produz o carbamato (ALLINGER, et al, 1978).

OH

Cocl,

Figura 22. Sintese do carbaril.

CH;NH,
—

O H

I
0—C—N—CH;

O modo de agéo dos inseticidas carbamatos é similar ao dos compostos

organofosforados, exceto que, com estes compostos a AChE é carbanilada. A

inibicdo produzida pelos carbamatos ndo costuma ser irreversivel e normalmente

é de duracao curta (RODRIGUES, 1998). A Figura 23 apresenta um esquema da

determinacao da concentragcdo de pesticidas.

—

substrato

AN

inibicao

Enzima imobilizada

produto

\

Mudanga de pH

Mudanga de
temperatura

Mudanga de
fluorescéncia

Pesticida / herbicida

Mudanga no
potencial

Figura 23. Diagrama esquematico da determinacéo de pesticidas (PATEL, 2002)
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Quando a acetilcolinesterase (AChE) é usada como componente biolégico,
a hidrélise enzimatica da acetilcolina (ACh) produz acido acético e colina conforme
a Figura 24. A acetilcolina reage com uma serina especifica do centro ativo da
AChE para formar um intermediario covalente acetil-enzima, ocorrendo assim, a
liberacdo da colina. O intermediario acetil-enzima reage com agua para formar
acetato e regenerar a enzima livre o suficiente para iniciar uma onda de
despolarizacdo (STRYER, 1990). A atividade da enzima pode ser medida por
detecgcdo potenciométrica (ou por outro transdutor que seja capaz de medir esta
variacdo) dos protons formados pelo acido acético produzido.

Enzima-Ser-OH 0

enzima H
HyC—C—0—CH, —CHy, —N*(CHy)s

acetilcolina

HO —CH, —CHHy —N"(CHy);
colina

l

Enzima-Ser-O-C-CHg

intermediario acetil-enzima

H-s0
H* 0
|
Enzima-Ser-OH + HyC—C—O0OH
enzima Acido acético

Figura 24. Reacio catalitica da acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase (RODRIGUES,
1998)

Em um biossensor, a AChE imobilizada é contactada com a superficie

sensivel a pH de um eletrodo (elemento transdutor). Depois de conectar a
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‘enzima-eletrodo” a um pHmetro, a reagdo enzimatica pode ser monitorada. Um
biossensor AChE é apropriado para varreduras de pesticidas em agua potavel
pela deteccao do efeito de inibicao.

A inibicdo da AChe pelos pesticidas organofosforados ocorre pela ligagao
do grupo fosforil da molécula do pesticida ao radical serina no centro ativo da
enzima (WONG et al, 2000).

Um dos grandes problemas para a aplicagéo pratica da AChE é a inibigéao
irreversivel que ela sofre frente aos pesticidas organofosforados, limitando o reuso
do biossensor.

Compostos organofosforados, incluindo os utilizados em envenenamento
por gQas neurotoxico, sao absorvidos pelas vias epidérmica, digestiva e
respiratéria. No caso de intoxicagdo, o tratamento tem sido feito com drogas que
sao farmacologicamente antagdnicas a acetilcolina. Como requisito terapéutico
estas drogas devem reagir rapidamente com o0s gases neurotdxicos em
determinados pH e temperaturas, reativando a enzima. Varias substancias foram
estudadas, e uma série de compostos reativadores da atividade da colinesterase
foram indicadas para o tratamento quimioterapéutico nos casos de intoxicagao por
compostos organofosforados.

Dentre os compostos reativadores da atividade da colinesterase apds a
inibicdo enzimatica por organofosforados estdo algumas oximas, que sao
compostos nucleofilicos que removem o grupo fosforil ligado a serina do centro
ativo da acetilcolinesterase (GULLA, et al, 2002). A Figura 25 apresenta um
esquema de uma reativagao.

A reativacdo da enzima inibida devido a formacao do complexo covalente
fosforil-enzima que é muito estavel pelas oximas pode ser representado pelas
equacdes da Figura 25.

Enama-fosforil oxima Enzima reativada oxima-fosforil
E —
Enzima —0-P(=0WE}-0F;) + O-N=CHE Enzima + CHE=N-O-P=0NE)(-0OF;)

Figura 25: Reativacdo enzimatica
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Alguns autores tém proposto a utilizacdo de agentes nucleofilicos, tais
como metiodeto de 2-piridinaldoxima ou (2-PAM) e [1,1 -trimetileno-bis (brometo
de 4-formilpiridina) dioxima] ou (TMB-4).

Gulla et al (2002) fizeram um estudo da reativacdo da enzima AChe
imobilizada em um biossensor amperométrico para determinacdo de pesticidas
organofosforados. Foram utilizados dois compostos reativadores da enzima, [1,1’-
trimetileno-bis (brometo de 4-formilpiridina) dioxima] (TMB-4) e metiliodeto de
piridina 2-aldoxima (2-PAM), que sdo agentes nucleofilicos. No estudo, o agente
TMB-4 apresentou ser mais eficiente, sendo que 0 mecanismo envolve
fosforilacdo do reativado pela enzima fosforilada, liberando a enzima e permitindo
assim um grande numero de andlises, uma vez que a enzima é reativada quase
que instantaneamente e pode-se usar a mesma membrana com a enzima em

muitas analises.

1.5.3 Imobilizagao enzimatica

O acoplamento do componente biolégico ou bioquimico a um determinado
material é conhecido como imobilizagdo e pode ser feito de diferentes formas.

A imobilizagdo de enzimas permitiu popularizar os métodos enzimaticos em
quimica analitica, pois a reutilizacdo das mesmas em muitas analises baixou o
custo, possibilitou a monitoracdo continua de processos quimicos, permitiu 0 uso
de varios transdutores, além de aumentar a repetibilidade e a reprodutibilidade do
procedimento analitico (LIMA, et al, 1999).

A etapa de imobilizacdo do material biolégico na superficie sensora constitui
uma das fases cruciais no desenvolvimento do biossensor, pois os sitios ativos da
molécula devem ser preservados, a fim de nao prejudicar a reagdo com a amostra

de interesse.

A reacao de imobilizacao fixa a enzima soluvel em agua em uma matriz
insoluvel em agua. O resultado é uma diminuicdo artificial na mobilidade da

enzima com a transicéo da catélise homogénea para heterogénea. Na escolha da
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técnica de imobilizacdo apropriada, é importante que a reacdo requerida para
imobilizagdo n&do diminua significativamente a atividade catalitica da enzima. A
técnica de imobilizagdo mais apropriada € aquela que tenha um produto estavel,
longa vida util, seja rapida e utilize produtos baratos (ANDEESCU et al, 2002).

Além disso, a enzima imobilizada pode ser reutilizada e os procedimentos
que as contém podem ser operados continuamente e controlados eficientemente.
A enzima imobilizada torna-se ainda menos susceptivel a variagdo de
temperatura, ao pH e a acao de ativadores e inibidores que atuam na enzima em
solucéo.

Em relacdo a temperatura, as enzimas imobilizadas, de modo geral,
apresentam incremento de sua termo estabilidade comparada com sua forma
nativa. Este aumento é atribuido a rigidez da molécula protéica quando esta é
imobilizada (FAGAIN, et al, 1991).

De modo geral, a imobilizagdo promove um aumento do tempo de
sobrevida sobre condicbes denaturantes. As condicbes de pH e de temperatura
necessarias a reacao podem provocar a denaturagédo parcial ou total da molécula
enzimatica. Mas, uma vez realizada a imobilizagdo, observa-se em muitos casos,
que estas resistem melhor as variagdes de pH e temperatura (FAGAIN, et al,
1991)

Stein, et al, (1993) fez uma comparacdo entre métodos para o
desenvolvimento de biossensores baseados na acetilcolinesterase. Os métodos
de imobilizacdo mais empregados na construcdo de biossensores tém sido
adsorcao, ligacao covalente, ligacao covalente cruzada e inclusdo, como segue na

Tabela 5. A Figura 26 ilustra esses métodos.
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Tabela 5: Métodos de imobilizacao.

Método

Vantagem

Desvantagem

Adsor¢ao em uma matriz
insoluvel (for¢as de Van der

Waals, ligacdo i0nica)

Simples, condi¢des

Brandas

Algumas das enzimas sdo
ligantes muito dependentes
do pH, solvente e
temperatura,

insensibilidade

Ligacao covalente em suporte
ou matrizes insoliveis em

agua

Estabilidade do complexo
suporte-enzima, uma vez
que o material biolégico é
mantido em um ambiente
semelhante ao que se

encontra na natureza

Possibilidade de perda de
atividade devido a reagdes
envolvendo grupos
essenciais para a atividade

bioldgica

Ligacao covalente cruzada

por um reagente bi ou

multifuncional

Procedimento simples, fortes

ligacOes quimicas das

biomoléculas

Dificuldade para controle da

reacao, requer grande
quantidade  de  enzima,
atividade da enzima

relativamente baixa

Inclusdo em gel (em uma
matriz polimérica ou em uma

membrana semipermedvel)

Condicdes brandas

Perda da atividade da enzima

por possibilidade de
denaturacdo ou lixiviagdo
devido aos poros dos
polimeros

O processo de imobilizacdo de uma enzima sobre um suporte pode

influenciar ou até modificar as respostas do biossensor. Cada metodologia pode
apresentar vantagens ou desvantagens, sendo que o melhor arranjo deve ser
estudado e otimizado buscando um sensor que possa apresentar um sinal
analitico com reprodutibilidade e
(MARQUES e YAMANAKA, 2008)

expressivo, repetibilidade adequadas
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Imobilizacdo sobre suporte Ligacao covalente

Adsorcao ou Ligacdo covalente cruzada
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Inclusio em matriz Inclusao em microcapsula

Figura 26: Representaciio esquemaitica de formas de imobilizacio de enzimas (SCRIBAN, 1985)

1.5.3.1 Aplicacdes de biossensores enzimaticos

Varios trabalhos tém sido propostos utilizando biossensores enzimaticos
com diferentes elementos transdutores, o que reflete a grande flexibilidade em se

adequar a uma aplicacao especifica.

51



Os transdutores potenciométricos respondem gerando um sinal na
superficie de um eletrodo devido a uma espécie produzida na reacao entre o
analito e o material biolégico. A deteccdo eletroquimica € estudada pela medida
da concentracdo de acido acético formado, que é diretamente proporcional a
concentragao do pesticida presente. Andreescu et al (2002) fizeram a comparagéao
entre trés métodos de imobilizacdo da enzima AChe em eletrodos para a
determinacao de pesticidas organofosforados, apresentando bons resultados
quanto aos limites de deteccao, reprodutibilidade e estabilidade, desde que
estocados em condicdes apropriadas. Estes métodos foram de facil operacao 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.

Pogaénik et al (2001) fizeram um estudo da determinagdo de pesticidas
organofosforados e carbamatos com FIA, baseado na inibicdo da enzima AChe de
diferentes origens e da enzima BChe. A imobilizagcdo da enzima foi feita em
pérolas de vidro de tamanho controlado. Foi feita a otimizacdo do sistema
testando varias condicdes com as diferentes enzimas, verificando-se que as
variaveis inerentes ao sistema FIA, como por exemplo a vazao, 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 deteccao 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 determinagédo destes pesticidas, porém € necessario
otimizar varias variaveis que podem alterar o sinal analitico. Além disso, nao foi
feita uma avaliacdo em relacdo aos possiveis efeitos de matriz nos limites de
detecg¢do usando amostras reais, ou seja, matrizes um pouco mais complexas.

Na agricultura, os biossensores podem detectar e quantificar patégenos de
plantas no campo, indicando posi¢cées geograficas, com o auxilio de sistema de
posicionamento global (GPS) de modo que o produtor possa realizar aplicacoes
de pesticidas nos pontos de maior necessidade, reduzindo e otimizando o uso de
agroquimicos. Biossensores podem ser utilizados em diferentes etapas da cadeia
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de producao de alimentos agricolas, desde a deteccédo do patégeno no campo até
o periodo de armazenamento de lotes de sementes (sob o risco de serem
contaminados com fungos produtores de toxinas). Em vista desse potencial, os
biossensores aplicados a agricultura tém sido estudados desde 1992
(SCOTTRUPP, et al, 2008).

Nunes et al (2004), fizeram um estudo comparativo entre diferentes
metodologias de imobilizagcdo da enzima acetilcolinesterase em eletrodos de
grafite, com ligacdo covalente cruzada e reagente bifuncional glutaraldeido na
presenca de soro albumina bovina e alcool polivinilico. As técnicas utilizadas para
avaliacdo e deteccdao de pesticidas n-metil carbamatos foram a cromo-
amperometria e a coulometria. A imobilizagdo 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 aplicagdo destes
sensores em cromatografia.

Pode-se concluir que os biossensores enzimaticos apresentam a vantagem
de varias configuracdes, se adequando as varias necessidades. Sdo0 compactos,
tém custo relativo baixo, apresentam bom limite de detecgéo e boas repetibilidade
e reprodutibilidade. Entretanto, em grande parte dos trabalhos consultados n&o foi
feito um estudo em matrizes complexas, ndao havendo portanto referéncia aos
possiveis efeitos de matriz e possiveis modos de contornar esses problemas.
Outra possivel limitacdo € que a AChe pode ser inibida por outras neurotoxinas,
dando falsos positivos.
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2 Objetivos

O objetivo deste trabalho € propor um método de varredura que permita a
determinacado de pesticidas organofosforados, que sdo uma das classes mais
utiizadas hoje em dia, por meio de um sistema com biossensor enzimatico
baseado na enzima acetilcolinesterase acoplado a técnica de andlise por injecao
em fluxo (FIA). Este € um método seletivo para esta classe de pesticidas com
relativa simplicidade na instrumentacéo, havendo a possibilidade de automacao do
processo analitico, economia de reagentes e de amostras, ndo sendo necessario
pré-tratamento laborioso. O procedimento € rapido e de baixo custo, se

comparado as técnicas geralmente utilizadas, como a cromatografia.
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3 Parte experimental
3.1 Equipamentos e reagentes

3.1.1 Equipamentos

Espectrofotdmetro Micronal B-328

Bomba peristéltica Gilson Minipuls-3

Registrador Linear Modelo LR92425

Tubos Tygon Ismatec

Balanca analitica Shimadzu AX 200

Banho termostatizado Lauda RC6

Membrana de PTFE 470/83 DIN DVGW 81.01e133 0,10 mm
Valvula de introducdo de amostra, construida nas oficinas do IQ

Célula de permeacao, construida nas oficinas do 1Q

3.1.2 Reagentes

Cal sodada granulada (com indicador) Vetec
1,1’-trimethylene-bis(4-formyl-pyridinium bromide) dioxine — (TMB-4) Sigma
Enzima acetilcolinesterase electrophorus eectricus Fluka
Glutaraldeido 25% em agua, Nuclear

Cloreto de acetilcolina 99%, Acros Organics
3-aminopropyl-triethoxysilane 99%, Acros Organics
Malathion 98%, Chem Service

Chlorpyrifos 98%, Chem Service

Methyl Paration 99,5%, Supelco

Dichlorvos 99,5%, Chem Service

Purpura de bromocresol, Vetec
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Acetona PA, Synth

Xileno PA, Carlo Erba

Alcool etilico absoluto PA, Synth

Acido Sulfurico, PA Synth

Acido Nitrico PA, Synth

Fosfato de S6dio monohidratado, Nuclear

Fosfato de Potassio monobdsico, Nuclear

Agua de bromo, 20 mmol L

Pérolas de vidro com porosidade controlada (CPG), 240, 80-120 mesh, porosidade
22,6 mesh, Sigma Chemical

3.2 Preparacao da solucao tampao fosfato de Sérensen (Na,HPO,
- KH,PO,)

A solucdo tampdo 0,1 mol L' foi preparada pesando-se 11,876 g de
Na>HPO4 que foi dissolvido em agua deionizada, previamente fervida e resfriada,
até completar o volume de 1 L em bal&do volumétrico. Outra solugdo de KH2POq4 foi
preparada deixando-se o sal secar em estufa a 110°C — 115°C por 1 hora. Apés
resfriar em dessecador, pesou-se 9,078 g e dissolveu-se em agua deionizada
previamente fervida e resfriada, para eliminar todo o possivel gas carbénico.
Dissolveu-se em agua e avolumou-se em baldo volumétrico de 1 L. Para o pH de
7,50, a proporcao das solugdes (v / v) foi de 8,3 / 1,7 de NapHPO,4 / KH2PO4. As
duas solucdes foram misturadas e o pH da solucéo final foi corrigido quando
necessario (pHmetro — eletrodo de vidro conjugado), utilizando solucdo de
hidréxido de sodio 0,1 % (m / v), gota a gota. Para evitar que na solucéo
formassem fungos, armazenou-se a mesma em geladeira. Antes de ser usada era

deixada em repouso para atingir o equilibrio térmico com o ambiente.
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3.3 Preparacao da solucao de cloreto de acetilcolina

A solucdo 5,0x10° mol L foi preparada em tampao fosfato de pH 7,00
pesando-se 0,0454 ¢, dissolvendo e completando-se o volume em balédo
volumétrico de 50 mL. Devido a hidrélise do cloreto de acetilcolina, uma nova
solugao era preparada a cada dia de trabalho.

3.4 Preparacao da solucao de TMB-4

A solugéo de concentracéo 5,0x10° mol L™ foi preparada pesando-se 0,0223
g e avolumando-se em baldo volumétrico de 10 mL com tampao fosfato pH 7,00
de concentragdo 0,1 mol L". Uma nova solugdo era prepara a cada dia de
trabalho.

3.5 Preparacao da solucao de purpura de bromocresol (PBC)

Foi preparada uma solugdo de concentragdo 5,0x10° mol L. Pesou-se
0,27 g de PBC e dissolveu-se em 10 mL de etanol. Avolumou-se em balédo
volumétrico de 500 mL com agua destilada. Desta solucdao estoque de
concentragdo 1,0x10° mol L™ pipetou-se 25 mL e diluiu-se novamente em baldo
volumétrico de 500 mL com &agua destilada, sempre previamente fervida e
resfriada para eliminar todo gas carbonico dissolvido. Esta solugdo apresentava
coloracdo amarela que foi ajustada para o pH 7,00 com NaOH (0,01mol L"), gota
a gota, tornado-se purpura. Para evitar alteracdo na coloracao da solucéo, foi
utilizado um frasco de vidro transparente arrolhado e vedado para a sucgcao e
respiro da mesma. Na rolha foi transpassado um tubo de vidro conectado a um
filtro com cal sodada granulada com indicador, de modo a impedir a entrada de
gas carbbnico do ar (Figura 27).
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Figura 27. Frasco transparente para solucio PBC com filtro.

3.6 Preparacao das solucoes dos pesticidas estudados

Solugdes estoque — preparadas por dissolucdo de adequada quantidade dos
padroes (ChemService, EUA, pureza > 98%) em certo volume de acetona, de
modo a perfazer concentracéo final de 1,0x10”" mol L'™;

Solugdes de trabalho dos pesticidas — preparadas por diluicdo da solugéo
estoque, em volumes variados com agua deionizada, de modo a perfazer
diferentes concentragdes (10°a 10" mol L™).

Solugdes de pesticidas oxidados — preparadas pela adicao de 1 mL de agua
de bromo 20 mmol L' em balées volumétricos de 5 mL.

As amostras de suco de laranja foram preparadas por diluicdo da solucao
estoque, em volumes variados em suco de laranja in natura, de modo a perfazer
diferentes concentragdes. As amostras foram filtradas e fez-se a adicdo de 1 mL
da agua de bromo 20 mmol L™ em baldo volumétrico de 5 mL.
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3.7 Imobilizacao da enzima

Existem varios métodos para obtencdo do reator enzimatico empregando
materiais diferentes, mas com base na literatura e em trabalhos anteriores
realizados no grupo, optou-se em utilizar pérolas de vidro com porosidade
controlada (CPG).

A primeira etapa da silanizacdo é o ancoramento de grupos funcionais
(grupos amino) nas pérolas de vidro. O reagente empregado nesta etapa foi o 3-
aminopropiltrietoxisilano. Na segunda etapa, a ativagdo, o reagente bifuncional
glutaraldeido reage com os grupos amino formando as bases de “Schiff’. A
terceira etapa, imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase, compreende a reacao
entre os grupos amino da enzima com o grupo aldeido livre na silica das pérolas
de vidro. Ha informacbes variadas na literatura sobre o procedimento de
imobilizagdo de enzimas em silica nas pérolas de vidro de porosidade controlada.
Um esquema das etapas envolvidas na imobilizacdo pode ser visto na Figura 28.

Ativacdo
i N
@+ >

Imobilzacdo

._lr—,/\/\nzmmf;zu_@

_M:mMc{ 2 Hﬁ—@
H

Figura 28. Etapas envolvidas na imobilizacio enzimatica (LEITE, 2005)
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3.7.1 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 fez-se a limpeza com a adigéo de 10
mL de uma solugdo de acido nitrico a 5 % (v/v) levando-se a fervura por 30
minutos, com cuidadosa e constante agitacdo, para ndo danifica-las. Filtrou-se em
funil de vidro de placa porosa com bomba de vacuo e lavou-se trés vezes com
agua destilada. Levou-se a estufa a 95° C por 1 hora para completa secagem.

Para a silanizagdo das esferas de vidro, preparou-se uma solugdo de 1,0 mL
de 3-aminopropiltrietoxisilano e 9,0 mL de agua deionizada. O pH foi ajustado para
3,5 com &cido 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 agitagdo manual a cada 15 minutos, para facilitar a reacéo
de silanizacao das esferas. Apds essa etapa, as esferas foram filtradas, lavadas e
secas a temperatura ambiente.

Preparou-se uma solucéo de glutaraldeido 2,5 % (v/v), pela adicdo de 2,5 mL
de solucao glutaraldeido 50 % em balao volumétrico de 50 mL e avolumou-se com
tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,00. Colocou-se, entdo, as esferas de vidro
ativados pela aminoalquilacao para acoplamento com o glutaraldeido. A reagéao
prosseguiu por 30 minutos a temperatura ambiente com constante e cuidadosa
agitacdo manual. As esferas de vidro ativadas foram filtradas e lavadas com agua
deionizada. O desenvolvimento da cor salmao era sinal do sucesso da reacao;
contudo, em meio aquoso a reacao muitas vezes ao final apresentava uma cor
salmao clara, sendo necessario repetir todo o procedimento. Este problema nos
levou a realizar a reacao em solvente organico (xileno), o que se mostrou muito

mais eficiente.
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3.7.2 Imobilizacao nas esferas de vidro em meio organico

A imobilizagdo nas esferas de vidro em solvente organico foi baseada no
método apresentado por Zaitsev, (1991), com algumas modificagées. Pesou-se
0,2 g das esferas de vidro e fez-se a limpeza com acido nitrico, como ja descrito
no item 3.7.1. Para a reacao de silanizacao, foi preparada uma solucao em baléao
volumétrico de 20 mL com a adicdo 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 sequiéncia, lavaram-se as esferas de vidro com xileno, etanol e agua
deionizada, nesta ordem, empregando funil de vidro com placa porosa com auxilio
de bomba de vacuo. Secou-se em temperatura ambiente. Em meio organico,
sempre observou-se o desenvolvimento da cor salméo intenso como indicativo do
sucesso de todas etapas da reacao.

A segunda etapa, a ativacdo com o agente bifuncional glutaraldeido, néo

sofreu modificagao e foi realizada como descrito no item 3.7.1.

3.7.3 Imobilizacao da enzima nas esferas de vidro

Para a imobilizacdo pesou-se 2,3 mg de acetilcolinesterase (1,0 mg — 425 U),
obtendo-se 1000 U. Dissolveu-se em 1,0 mL de tampéao fosfato 0,1 mol LT, pH
8,00 resfriado a 4° C. Essa solugdo foi adicionada sobre as esferas de vidro e
deixada em repouso por 12 horas, a 4°C. Posteriormente, lavou-se com tampao
fosfato e agua deionizada. A enzima foi estocada em tampao fosfato em geladeira
a 4° C, para uso posterior.
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3.8 Construcao da coluna enzimatica

A coluna enzimatica foi construida pelo empacotamento em tubos de Tygon®
de 10,0 mm de didmetro externo por 3,0 mm didmetro interno e comprimento de
1,0 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 la de
vidro e das esferas (Figura 29).

A coluna montada foi estocada imersa em tampao fosfato pH 7,00 e mantida
na geladeira a aproximadamente 4° C, para preservar a atividade enzimatica da

coluna.

—C O —

Figura 29. Figura do reator enzimatico empregado com a enzima imobilizada em esferas de vidro:
1- Tubo de tygon; 2- La de vidro; 3- Tubo de tygon com esferas de vidro com a enzima imobilizada.

3.9 Método

A capacidade dos pesticidas organofosforados para provocar a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase foi utilizada como aplicacdo analitica no sistema de
injecdo em fluxo (FIA), acoplado a um biossensor.

O método baseia-se na medida da concentragdo do acido acético, formado
pela passagem de solucado de cloreto de acetilcolina (substrato), através de um
reator enzimatico contendo a enzima acetilcolinesterase imobilizada em esferas de
vidro, antes e depois da passagem da solugdo dos pesticidas organofosforados
estudados, que causam a inibicdo enzimatica. Determina-se a diminuicdo da

N x apw

permeia através de uma membrana de PTFE para uma solucdo aquosa de
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purpura de bromocresol (PBC; 5,0x10° mol L") provocando a mudanca da cor do
indicador de purpura (Amax = 590 nm) para amarelo (Anax = 400 nm). A variacao de
absorbancia do indicador foi detectada espectrofotometricamente a 590 nm. O
1,1’trimetileno-bis (4-brometo de formilpiridina) dioxima, TMB-4, foi usado como

regenerador enzimatico.

3.10 Sistema de analise por injecao em fluxo

O esquema do sistema de analise em fluxo que foi usado é mostrado na
Figura 30. Foram utilizados bomba peristaltica, tubos de tygon, tubos de
polietileno, espectrofotdbmetro e registrador potenciométrico. A valvula introdutora
de amostra, construida em laboratério, foi previamente descrita por Tubino e
Barros (TUBINO e BARROS, 1991).

A amostra de cloreto de acetilcolina (substrato) era introduzida no sistema
por uma valvula de introducdo da amostra (V) e conduzida por um carregador,
tampao fosfato 5,0x10° mol L™ (pH = 7,5), pela linha (F4), utilizando-se uma
bomba peristéltica (P) com vazdo constante de 1,0 mL min™' (todos as vazdes
eram constantes e iguais, Fi=F.=F3). Substrato passava através do reator
enzimatico (RE), um tubo de polietileno onde empacotou-se a enzima imobilizada
nas esferas de vidro, e ocorria a reacdo da enzima com o substrato produzindo
acido acético. Na sequéncia, a solugao era misturada com uma solucao de acido
sulfarico 0,5 mol L™ que passava continuamente pela linha F», e sua funcéo era
provocar a liberacao do acido acético. A solucao resultante passava por uma cela
de permeacao (CP) contendo uma membrana de PTFE, permeando apenas o
acido volatil. O acido acético permeado entrava em contato com a solugdo de
purpura de bromocresol 5,0x10° mol L7, que fluia no sistema pela linha Fs.
Ocorria entdo a mudanca na cor do indicador de purpura para amarelo, sendo esta
alteracao detectada pelo espectrofotdmetro (Spectro). Os pesticidas analisados e
o regenerador, TMB-4 entravam na linha Fy ao serem injetados pela valvula de
injecao (V).
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Figura 30. Diagrama esquemitico do sistema FIA: F, = Tampio fosfato 0,1 mol L' pH = 7,5; F, =
Acido Sulftrico 0,5 mol L'; F; = PBC 5,0x10° mol L pH = 7,00, F; = F, = F;= 1,0 mL min™'; BP =
bomba peristaltica; RE = reator enzimatico; V = valvula de injecio; CP = cela de permeacio; CA =
cloreto de acetilcolina 5,0x10~; TMB-4 = soluciio do regenerador enzimatico = 5,0x107; P = solugdes
dos pesticidas estudados; L = lixo; Spectro = espectrofotometro A =590 nm; R = registrador.

3.11 Células de permeacao gasosa

Foram feitas duas células de acrilico, a primeira, mostrada na Figura31,
consistia de duas pecas idénticas com formato cilindrico de 30 mm de diametro e
10 mm de altura. Internamente elas tém uma cavidade de 17 mm de didmetro e
0,5 mm de profundidade, sendo atravessadas por dois furos que permitiam o fluxo
da solucdo. Essas pecas encaixam-se e fixam-se por meio de parafusos. Uma
membrana € colocada entre as duas pecas de modo a permitir apenas a
passagem da substancia volatil, no caso o acido acético, com volume de 133,4
mm?. Esta cela de permeacéo foi construida de modo a permitir testes visuais. No
entanto, como o limite de deteccao nao foi suficientemente baixo, a idéia foi posta

de lado.
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acido acético formado no reator enzimatico

Entrada Saida

v ot

:: Il I_l—|_| ]

10 mm

Membrana PTFE

30 mm

Parafusos T ¢ Parafusos
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Figura 31. Célula de permeacao gasosa redonda, vista lateral e frontal e as duas pecas encaixadas

A segunda cela de permeacao esta esquematizada na Figura 32 por uma de
suas metades. Ela consiste de duas pecas em formato de paralelepipedo, que se
encaixam com parafusos, sendo separadas pela membrana de PTFE. As duas
pecas sdo iguais, apresentando as seguintes dimensdes: comprimento 140 mm,
largura 10 mm e altura 15 mm. A cavidade interna tem comprimento de 110 mm,

largura de 5 mm e altura de 0,5 mm, com volume interno de 275 mm®.
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Figura 32. Cela de permeacio retangular, vista frontal e lateral de uma das pecas.

3.12 Método de preparacao da membrana de silicona

A membrana foi preparada de acordo com a técnica apresentada por
Windmoller (1991).

Dissolveu-se adesivo de silicone (comercial, Tigre) em tolueno na propor¢éao
em massa de 1,0: 1,4. Fez-se uma agitacdo mecanica para homogeneizacao
seguida de centrifugacdo para remocao de bolhas gasosas. Essa solucdo foi
colocada em uma placa de vidro recoberta com um filme pléstico. Utilizou-se um
fio de niquel-cromo de 0,4 mm como limitante de espessura e puxa-se a silicona
depositada na placa de vidro com um bastao de vidro de modo a espalhar por toda
superficie formando o filme. Ap6s um periodo de 24 horas, retira-se o filme
formado guardando-se entre duas folhas de papel seda. A membrana formada é
entdo cortada no tamanho adequado da célula de permeacao.
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4

4.1

Resultados e discussoes

Introducao

O método para determinacao dos pesticidas organofosforados clorpirifos,
diclorvos, metil paration e malation é indireto. O método é baseado na reacao
enzimatica, entre o substrato e a enzima acetilcolinestarase imobilizada em
esferas de vidro, que gera acido acético. O acido acético formado, ao entrar em
contato com a solucao de &cido sulfurico tem a sua difusdo incrementada através
da membrana de PTFE. Ao entrar em contato com o indicador acido-base causa a
sua protonagdo com conseqiiente mudanca da cor purpura para amarelo. E
necessario que o produto da reacdo enzimatica seja acidificada com H>SO4 0,5
mol L para diminuir o pH do meio, permitindo dessa forma que todo o acido
acético esteja na forma nao ionizada (molecular protonada) e nao na forma de
acetato. A confluéncia que mistura o tampao fosfato contendo o acido acético
formado com o &cido sulfurico é colocado apds a coluna enzimatica, de forma que
0 acido ndo passe pelo reator, pois causaria a imediata denaturacdo da enzima. A
concentracao da forma protonada do indicador € proporcional a concentracao do
acido acético formado, e. de acordo com a quantidade que é permeada, temos o
sinal analitico.

Fazendo-se a injecdo do pesticida ocorre a inibicdo da enzima, cuja
extensdo depende do pesticida e da sua concentracdo. Em seguida, uma nova
aliquota de substrato é introduzida no sistema e de acordo com o grau de inibicdo
temos um novo sinal analitico. A diferenca entre a altura de pico antes e depois da
inibicdo enzimética pelo pesticida para uma determinada concentragcdo pode ser
utilizada para determina-lo quantitativamente. Na Figura 33 a seguir, temos o
fiagrama ilustrando o processo.

Para reutilizagdo da coluna enzimatica para a proxima determinacao do
pesticida, a enzima inibida é reativada com o reativador enzimatico TMB-4 em
solucdo aquosa. A reativacdo da enzima é rapida e completa dentro das
condi¢des experimentais usadas.

A reacao enzimatica deve ser realizada em meio tamponado (pH = 7,5),
pois é 0 pH em que a enzima possui a maior atividade.
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Figura 33: Fiagrama representando a determinacio de um pesticida inibidor da enzima
acetilcolinesterase: (1) sinais em triplicata do substrato na concentrac¢ao de 5,0 x 10 “mol L; (2) sinal
da solucdo de um pesticida organofosforado; (3) sinais em triplicata do substrato apés a inibicio
enzimatica; (4) sinal do regenerador enzimatico TMB-4; (5) sinais em triplicata do substrato apés a

regeneracio enzimatica.

Os picos 2 e 4 representam respectivamente o momento de introdugcéo do
pesticida organofosforado e do regenerador enzimético, que ndo sdo compostos
volateis e portanto ndo deveriam apresentar nenhum tipo de sinal. Neste caso, o
sinal deve-se provavelmente a outras espécies que permearam pela membrana e
que se encontravam dissolvidas na solucédo do indicador causando acréscimo do

pH com consequiente aumento da cor purpura, como por exemplo o CO».
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A porcentagem de inibicao pode ser calculada pela seguinte férmula:

inibicdo (%) = % x100

0

Onde E; representa a diferenca entre os picos referentes a enzima néao
inibida e inibidos. Eq representa o pico obtido com a enzima néo inibida, como
pode ser visto na Figura 33.

A primeira parte do trabalho consistiu em realizar ensaios para estabelecer
as condigcdes mais adequadas para o melhor desempenho do sistema, como:
vazao do sistema, temperatura de trabalho da coluna enzimatica, pH do meio,
volume de injecdo, concentragcdo do acido sulfurico e concentracao do substrato.
Estas condigcdes foram mantidas para todos os pesticidas estudados. Foi
determinado também o tempo de vida da coluna enzimatica.

Inicialmente, foram feitos testes para se estabelecer o limite de deteccao
dos pesticidas estudados com o objetivo de ser uma técnica semi-quantitativa para
identificar amostras com residuo de pesticidas. Nos primeiros testes, a faixa foi da
ordem de 10 a 10®° mol L', dependendo do composto. Entretanto, fazendo a
oxidag&o dos pesticidas com agua de bromo a sensibilidade da técnica aumentou
significativamente para todos os pesticidas estudados. Este fato esta relacionado
ao maior poder de inibicdo enzimatica das espécies formadas, apds a reacao com
agua de bromo. Os metabdlitos formados devido a oxidacdo sao compostos que
provavelmente apresentam maior toxicidade do que os compostos originais.

Foram feitos testes com outros compostos oxidantes como iodo (tintura de
iodo) e cloro (hipoclorito de sédio). Nestes casos, também se observou diminuicdo
nos niveis de deteccdo. Entretanto, a regeneracdo enzimatica apos a passagem
dos pesticidas com os oxidantes estudados nao foi satisfatéria, indicando, pela
perda da atividade, um certo grau de denaturacdo enzimatica, fato que nao
ocorreu com a agua de bromo.

O método foi testado com suco de laranja in natura, pela adicao do pesticida

obtendo-se diferentes concentragdes e oxidando a amostra com agua de bromo.
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4.2 Imobilizacao enzimatica

A imobilizacdo eficiente da enzima sobre o suporte insoluvel com
manutencdo de sua integridade e estabilidade é fundamental para o perfeito
desenrolar do processo biotecnoldgico envolvido no método analitico empregado
(FAGAIN, et al, 1991).

Os biossensores preparados por imobilizacdo do tipo ligacdo covalente e
ligagdo covalente cruzada, geralmente, sdo os que possuem 0 maior tempo de
vida (200 a 1.000 determinagdes) (FATIBELO FILHO e CAPELATO, 1992). Nestes
casos, usam-se agentes silanizantes, onde a principal vantagem desta técnica é a
reducao da lixiviacao do reagente pela solucdo, com maior durabilidade do sensor
(WEETALL, 1993).

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

A silanizacao é considerada parte crucial do processo de ligacao da enzima
ao suporte, sendo fundamental, ndo somente para a imobilizagdo em si, mas
também para a reprodutibilidade do processo (GORTON, et al, 1994).

A imobilizacdo covalente através da silanizacdo emprega agentes
silanizantes, que apresentam moléculas caracterizadas por possuirem dois
diferentes centros reativos, um deles silico funcional e o outro organico funcional,
ou seja, com afinidade pelo vidro e por molécula organica. O agente silanizante
usado na técnica de imobilizacdo empregada neste trabalho foi 0 amino-propil-
trietoxilano, em virtude de permitir uma eficiente ligagdo entre os reagentes. O
amino-silano, quando empregado para ativar a superficie de vidro, em condi¢des
anidras reage com os grupos hidroxila da superficie do vidro com uma

estequiometria de 1:1 ou 1:2, produzindo neste uma mono camada. Além disso, os
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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 silanizagdo 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 necessario que a superficie do vidro fique livre de gorduras e outras
sujeiras e que a integridade das esferas seja preservada. Assim, 0S grupos
silanois (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 34 mostra diferentes grupos silandis presentes na
superficie do vidro.

ula;> isol ac:o W\Q\im;\m
W\W T

Figura 34. Grupos Silandis.

Posteriormente, tem-se a adicdo de glutaraldeido que permite a ligacao
entre o vidro ativado e a enzima, conforme a Figura 35.

@+ >

Figura 35. Ativacao das pérolas de vidro com reagente bifuncional (adaptado de LEITE, 2005)
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O glutaraldeido forma uma ponte, Figura 36, com o grupamento aminado do
suporte ativado e a enzima, o0 que permite separar o biocatalisador de seu suporte
sélido, melhorando a acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima
(SCRIBAN,1985).

Figura 36. Bases de Schiff (adaptado de LEITE, 2005)

4.3 Células de permeacao e membrana

Inicialmente a célula redonda foi feita para um sistema de analise visual ‘in
sit’ mas também foi usada no sistema FIA. No estudo comparativo entre as duas
células de permeacao apresentadas, a cela retangular apresentou melhores
resultados. O seu melhor desempenho é devido ao maior caminho percorrido pelo
acido acético e indicador ao longo da membrana de PTFE, o que favorecia maior
difusdo gasosa do acido acético.

Em relagdo a membrana de silicona, devido a maior espessura nao
apresentou boa difusdo gasosa. Como alternativa passou-se a procurar uma
membrana de PTFE que pudesse ser utilizada. Ocorreram problemas com relacao
a durabilidade da mesma, pois ocorria freqientemente rompimento, sendo
necessario parar o sistema para a substituicdo da mesma. Foram testadas varias
marcas disponiveis no mercado. A que apresentou maior durabilidade foi
importada da Alemanha. Ela apresentava maior uniformidade se comparada as
marcas nacionais e foi utilizada até o final do trabalho.
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4.4 Efeito da variacao das condicoes do sistema FIA

Foram feitos estudos apresentados a seguir, para obter as condi¢des 6timas
dos parametros analiticos. Nem sempre a que apresentou o maior sinal foi
adotado, pois além deste outros fatores foram levados em conta na escolha das

condi¢des de trabalho.

4.4.1 Efeito da variacao de temperatura

Fez-se o estudo da influéncia da temperatura sobre o reator enzimatico no
intervalo de 20 °C a 40 °C e observou-se o sinal analitico. Para este estudo
utilizou-se um banho termostatizado. A coluna enzimatica foi mergulhada no
banho e para cada temperatura estudada esperou-se atingir o equilibrio térmico.

Os resultados sdo apresentados na Figura 37.

15
14
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11 4 n

o] . N

Altura do sinal / cm
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20 25 30 35 40

Temperatura / °C

Figura 37. Grafico do efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica. [Cloreto de acetilcolina] =
5,0x107; tampao fosfato pH = 7,5 ; [acido sulfiirico]=0,5 mol L; vazdo = 1,0 mL min’, 1em = 0,025
unidades de absorbancia, alca de amostragem = 150 pL. A flecha indica a perda de parte da atividade

enzimatica devido a denaturacio.
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No gréfico pode-se notar a grande influéncia da temperatura sobre a atividade
enzimatica. A altura do sinal analitico aumenta continuamente at¢é 35 °C,
temperatura que apresenta maior atividade da enzima. Na temperatura de 40 °C
observa-se um decréscimo acentuado no sinal indicando diminuicdo da atividade
enzimatica, devido a desnaturagéo protéica. Diminuiu-se a temperatura da enzima
para 35 °C, temperatura esta que possuia a maior atividade. Conforme seta da
Figura 37, a altura do sinal analitico e a atividade n&o foi totalmente recuperada
devido ao processo de desnaturacao.

Apesar da temperatura de maior atividade enzimatica ser de 35 °C, optou-se
trabalhar na temperatura ambiente (25°C), buscando sempre simplificar o sistema.
Na temperatura de 25°C, o sinal analitico apresenta boa resposta, pois
corresponde a 70% do maior sinal. Para cada temperatura, as medidas das alturas
foram feitas em triplicata e o desvio padrao medio das medidas foi de + 0,06 cm.

4.4.2 Efeito da concentracao do substrato

De acordo com a Figura 38, podemos observar um aumento da altura do
sinal analitico com o aumento da concentracdo do substrato. Este aumento pode
ser atribuido ao aumento do nimero de moléculas do substrato em contato com a
enzima, com consequiente aumento do produto da reacdo enzimatica, no caso
acido acético. Conseqglentemente, maior quantidade de &cido pode se difundir
através da membrana provocando aumento do sinal analitico. A concentracdo
adotada para o trabalho foi de 5,0 x 10° mol L onde houve uma resposta
analitica satisfatéria, sem se aproximar muito da concentragdo de saturacao da
reacdo enzimatica, ja que o excesso de substrato também pode provocar inibicdo
enzimatica. A curva pode ser representada pela equacao:

h =-0,61964 + 2,85893 C — 0,16012 C?,

Com coeficiente de determinacéo r? = 0,99822. Nesta equacao, h representa
a altura do pico em cm e C a concentragéo de cloreto de acetilcolina (mol L ™).

As medidas das alturas dos picos para cada concentracdo foram feitas em
triplicata e o desvio padrao médio das medidas foi de + 0,08 cm.
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Figura 38. Grafico representando o efeito da concentracio do substrato sobre o sinal analitico; tampio
fosfato pH = 7,5; [acido sulfiirico]=0,5 mol L"; vazao = 1,0 mL min", temperatura: 25 0C; 1cm = 0,025

absorbancia, alca de amostragem = 150 pL.

4.4.3 Efeito da variacao do volume de injecao

Estudou-se o efeito da variagdo do volume injetado na altura do pico,
injetando-se volumes entre 50 e 250 uL, conforme Figura 39. Como esperado, o
aumento do volume injetado foi acompanhado do aumento da altura do pico (sinal
analitico). Buscando a melhora da freqiéncia analitica, optou-se pelo volume de
150 pL, pois 0 aumento do pico para o volume de 200 pL ndo foi significativo

As medidas das alturas dos picos para cada volume foram feitas em triplicata

e o desvio padrao médio das medidas foi de = 0,07 cm.
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Figura 39. Grifico do efeito do volume injetado sobre o sinal analitico; tampao fosfato pH = 7,5 ; [acido
sulfarico]=0,5 mol L'l; vazao = 1,0 mL min'l; [substrato] = 5,0x10  mol L'l; temperatura: 25 0C; 1cm
= 0,025 absorbancia.

4.4.4 Efeito da variacao da vazao

Foram realizadas medidas variando-se a vazdo do sistema. Podemos
observar na Figura 40 que a altura do pico variou sensivelmente com a variacéo
da vazdo, quanto menor a vazdo, maior o sinal analitico. O fluxo dos reagentes
deve ter um valor que permita a reagdo da enzima com o substrato. A Figura 40
mostra as medidas das alturas dos picos. Para cada variagdo de fluxo, foram
feitas medidas em triplicata e o desvio padrdao médio das medidas foi de * 0,07
cm.

Estes aumentos estao relacionados ao aumento do tempo de contato entre a
enzima e o substrato, permitindo uma maior quantidade de produto formado, no
caso acido acético. Além disso, na cela de permeacao com um fluxo menor, existe

maior possibilidade de difusdo do acido. Outro importante fator relacionado com a
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diminuicdo da vazao 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 estimativa do desvio padrdo das medidas para as alturas dos picos é de
0,07 cm, sendo que todas as medidas foram realizadas em triplicata. A vazao
adotada foi de 1 mL min™"; essa vazao permitiu a realizacdo de uma amostra a

cada 5 minutos.

Altura do pico / cm

T T T T T T T T T T T
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Figura 40. Grafico do efeito da variacao da vazio sobre o sinal analitico; tampao fosfato pH = 7.5 ;
[acido sulfarico]=0,5 mol L'l; alca de amostragem = 150 pL ; [substrato] = 5,0x10 < mol L'l;
temperatura: 25 OC; 1cm = 0,025 absorbancia.

4.4.5 Efeito da variacao da concentracao de H,SO,

Para estudar o efeito da variagdo da concentragdo do acido as medidas
foram feitas em triplicata e o desvio padrao médio relativo foi de 0,06 cm. Apesar
de o maior sinal ser em 1,0 mol L, a concentracao escolhida para trabalhar foi de
0,5 mol L', onde houve uma resposta analitica satisfatéria com uma menor

concentragao de acido sulfurico, conforme a Figura 41.
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Figura 41. Efeito da variacdo da concentracio de H,SQO, ; tampao fosfato pH = 7,5; vazao = 1,0 mL
min™ ; alca de amostragem = 150 pL ; [substrato] = 5,0><10'3 mol L"; temperatura: 25 0C; 1cm = 0,025
absorbancia.

4.4.6 Efeito da concentracao de TMB-4

A porcentagem de regeneracado da enzima inibida pelos pesticidas aumenta
com o aumento da concentracdo do regenerador TMB-4 e a concentracdo que
provocou a completa regeneracéo dos pesticidas estudados foi de 5,0 x 10°mol L’
. Algumas vezes a regeneracdo ndo era completa numa sé passagem do
regenerador. Nestes casos, fez-se necessario a passagem do regenerador por
duas vezes, o0 que era suficiente para completa regeneracédo, exceto quando a

enzima ja comecgava a apresentar perda da atividade.
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4.4.7 Efeito do pH

Avaliou-se a concentracdo hidrogenibnica sobre a catalise enzimatica. A faixa
estudada foi a de pH 6,0 a 8,5 (tampao fosfato 0,1 mol L"), uma vez que a maioria

das enzimas trabalha numa regido estreita de pH. Em geral as enzimas

apresentam um pH 6timo de reacao. Neste estudo o valor que se encontrou foi de

7,5. Em pH fora destes limites observa-se um decréscimo do sinal, conforme pode

ser visto na Figura 42. Na literatura, as faixas de trabalho de pH variam de 6,00 a

8,00, regido de maior estabilidade da enzima.

As medidas foram feitas em triplicata e o desvio padrao médio foi de +0,08 cm.

8,0
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pH do Tampao

Figura 42. Efeito da variacdo do pH do tampiao fosfato 0,1 mol L! ; vazao = 1,0 mL min"; alca de

amostragem = 150 pL ; [H,SO,4 = 0,5 mol L'l;
= 0,025 absorbéncia.

[substrato] = 5,0><10'3 mol L'l; temperatura: 25 "C; Icm
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A Tabela 6 apresenta o resumo da condi¢des escolhidas para o sistema FIA.

Tabela 6: Condicoes de trabalho para o sistema FIA

Parametros analiticos do sistema FIA

Temperatura (OC) 25,0
Concentragdo do substrato (mol L'l) 5x10°
Alca de injecdo (uL) 150,0
Variagdo da vazdo (mL min'l) 1,0
Concentracdo do H,SO4 (mol L'l) 0,5

pH do tampao fosfato 7,5
Concentragdo do TMB-4 (mol L'l) 5x10°

4.5 Determinacao do pesticida metil paration

Para a determinagéao do pesticida metil paration os sinais foram obtidos em
triplicata, sendo calculadas as médias, a partir das quais foi feito o céalculo da
porcentagem de inibicdo da enzima, que foi relacionada a concentracdo do
pesticida, conforme os dados apresentados na Tabela 7. A partir desses dados,
foram obtidas duas curvas conforme a Figura 43. Uma representa o pesticida nao
oxidado e a outra, o oxidado.

Considerando-se a inibicao minima de 10% para a menor concentracao a ser
quantificada (limite de quantificacdo - LQ) e 3 % para a menor quantidade a ser
detectada (limite de deteccao - LD), antes da oxidacdo, o limite de deteccao
estava na faixa de 10 mol L™". Neste trabalho a proposta foi utilizacdo do sistema
enzimatico como uma técnica de varredura para a identificacdo de amostras
positivas; portanto, o limite de deteccéo € o paradmetro mais importante.

MORITA, 1995 usou agua de bromo para oxidar pesticidas organofosforados
contendo o grupo P=S aos correspondentes P=O que sao normalmente

compostos com maior poder de inibicdo enzimatica.
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Apés a oxidagdo usando agua de bromo o limite de detecgdo melhorou
sensivelmente passando para faixa de 10® mol L. O dnico tratamento a que a
amostra foi submetida foi adicdo da agua de bromo, que provocou a oxidagao do
pesticida estudado, sem nenhum outro tipo de pré-tratamento.

A curva da % inibicdo versus concentracdo logaritmica de metil-paration
oxidado Figura 43 ( ») é descrita pela equacao: S= 155,71 + 17,7 log M, onde S
representa a porcentagem de inibicdo e M a concentragdo. O coeficiente de
correlagdo para esta curva é de 0,9917. O desvio padrdao médio € de 4,8% (n = 6),
para a faixa de concentragdo de 1,0 x 10 a 1,0 x 10° mol L™

Com essas condic¢oes, foi possivel realizar cerca de 12 determinagbes por
hora. A coluna enzimatica pbéde ser usada por aproximadamente 100
determina¢des sem perda significativa da atividade enzimatica. Sempre ap6s cada
inibicdo, seja pelo pesticida original ou pelos produtos de degradacéo, a atividade
era recuperada pelo agente regenerador TMB-4.

Tabela 7: Relaciio entre a concentracio (mol L") de metil paration oxidado e
nao oxidado e a porcentagem de inibicao da enzima.

Concentracao Inibicao inibicdo apOs
/mol L™ antes oxidagdo oxidacgao

! % !/ %
10" 0,0 0,0
107 0,0 2.3
10°® 0,0 15,0
107 0,0 26,2
10° 0,0 50,0
10 7,8 71,0
10 19,0 89,1
107 31,6 97,3
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Figura 43. Relacao entre porcentagem de inibicao da acetilcolinesterase: ( * ) antes da oxidacdoe ( V)
apoés oxidaciio com agua de bromo. Concentraciio de acetilcolinesterase = 5,0 x 10~ mol L™; tampio
fosfato pH = 7,5; volume de injecdo = 150 pL; concentracio de acido sulfirico = 0,5 mol L7; vazio =1,0

mL min’.,

No teste do método usando-se suco de laranja, fez-se a adicdo de modo que
as concentragdes estudadas foram de 1,0 x 108 e 1,0 x 10°. As porcentagens de
inibicao foram respectivamente de 13,5 e 47,4%.

DZYADEVYCH, et al, 2002 relataram que entre muitos compostos quimicos,
os pesticidas tém sido usados para melhorar a produgdo agricola, mas por outro
lado tem causado grande contaminagcdo ambiental. Em adi¢cdo, esses compostos
podem sofrer transformagdes quimicas como as fotoquimicas ou biolégicas,
conduzindo a novos produtos que podem ser mais toxicos que os originais. Entre
os diferentes processos de tratamento de &gua contaminada, métodos de
oxidagao tém sido considerados como uma das mais promissoras técnicas. Estes
sdo capazes de converter os pesticidas em derivados inofensivos ao meio
ambiente, mas as vezes os produtos de degradag¢do sao mais toxicos.

A analise desses compostos em matrizes ambientais como a identificacao e
quantificacdo podem ser feitas por técnicas analiticas classicas como a

cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

84



Estas técnicas, porém, sdo demoradas, pois necessitam de preparacdo como
extragdo e pré-concentragdo da amostra ndo podendo ser feitas fora do
laboratorio, além de serem relativamente caras. Em adicdo, essa técnica néao é
capaz de identificar os compostos mais toxicos, como por exemplo, os resultantes
de processos de degradacao dos pesticidas (DZYADEVYCH, et al, 2002).

Usando o fato de que em muitos processos de degradacdo sao gerados
compostos mais toéxicos, foi possivel, neste trabalho, aumentar significativamente
os limites de deteccdo do metil paration. Apés a oxidacdo com agua de bromo
foram gerados um ou mais compostos que apresentaram acao inibitéria sobre a
enzima acetilcolinesterase muito mais intensa

A sequir, na Figura 44, um esquema de possiveis produtos da degradagao
de metil paration proposto por Dzyadevych, et al 2002.

S
I
NO 5 OP(OCHy),
/ Metil paration \
I
NO, OP(OCHj), ——> NO, OH
Metil paraoxon 4-nitrofenol

Figura 44. Produtos de degradacao do metil paration

Nas andlises dos compostos formados apds a oxidacdo com agua de bromo,
utilizou-se o CG-MS com a seguinte configuragcdo: GCT Premier Micromass

Waters coluna HP 5-MS (30m x 0,25 mm x 0,25um), fluxo constante 1 mL min™",
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split 1:100, temperatura inicial 40°C, tempo inicial 4 minutos, taxa de aquecimento
10°C / min, temperatura final 280°C, tempo final 15 minutos, temperatura do injetor
250°C e temperatura da interface 250°C. Foram encontrados dois compostos com
tempos de retencdo diferentes, conforme a Figura 45, que apresenta o
cromatograma. Comparando os espectros de massas pelo NIST (National Institute
of Standards and Technology) e com a biblioteca do aparelho, foi possivel
identificar os mesmos. Aquele com tempo de retencdo de 11,3 minutos € o
pesticida metil paration e 0 composto com tempo de retengédo 7,1 minuto é o 4
nitrofenol. De acordo com a literatura, (FARRAN, et al, 1988, DZYADEVYCH, et al,
2002) este composto € um dos produtos de degradacdo do metil paration. A

Figura 46 apresenta os espectros de massa.
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Figura 45: Cromatograma do pesticida metil paration apés oxidacao.
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paration.

dos compostos separados por CG-MS: A) 4 nitrofenol e B) metil
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4.6 Determinacao do pesticida clorpirifos

Para a determinacdo do pesticida clorpirifos os sinais foram obtidos em
triplicata, sendo calculadas as médias, a partir das quais foi feito o célculo da
porcentagem de inibicdo da enzima, que foi relacionada a concentracdo do
pesticida, conforme os dados apresentados na Tabela 8. A partir desses dados,
foram obtidas duas curvas conforme a Figura 47. Uma curva representa o
pesticida ndo oxidado e a outra o oxidado, considerando a inibicdo minima de 3%
para a menor concentracao a ser determinada; antes da oxidacdo, o limite de
deteccao era cerca de 10*mol L.

Ap6s a oxidacdo usando agua de bromo o limite de deteccdo melhorou
sensivelmente passando para cerca de 10® mol L. O Unico tratamento a que a
amostra foi submetida foi a adicdo da agua de bromo, que provocou a oxidacao do

pesticida estudado, sem nenhum outro tipo de pré-tratamento.

Tabela 8: Relacao entre a concentracao (mol L) de clorpirifos oxidado e nao
oxidado e a porcentagem de inibicao da enzima.

Concentracao Inibicao Inibicao
/mol L' antes apos
oxidacao oxidacao
! % ! %
10" 0,0 0,0
107 0,0 0,0
10° 0,0 10,2
107 0,0 27,7
10° 0,0 45.4
10” 0,0 64.8
10 8,3 83,6
10° 20,3 95,0
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Figura 47. Relacio entre a porcentagem de inibicao da acetilcolinesterase: ( * ) antes da oxidacio e
( ) apés oxidagdo com dgua de bromo. Concentraciio de acetilcolinesterase = 5,0 x 10 mol L™;
tampao fosfato pH = 7,5; volume de injecdo = 150 pL; concentracio de acido sulfirico = 0,5 mol L'l;

vazdo = 1,0 mL min™.

A curva da % inibicdo da enzima versus o logaritmo da concentracdo do
clorpirifos oxidado, Figura 47 ( =) é descrita pela equacgéo: S= 150,48 + 17,46 log
M. O coeficiente de correlagdo para esta curva € de 0,9979. O desvio padrao
médio é 2,3% (n = 6), para a faixa de concentragdo de 1,0x10%a 1,0 x10° mol L™.

DUIRK et al., (2008) alertam para os poucos estudos feitos sobre os efeitos
dos agentes quimicos usados no tratamento da agua 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 téxicos. Quando o cloro reage com o subgrupo fosforotioato dos pesticidas
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 s&o normalmente inibidores mais potentes da acetilcolinesterase.

DUIRK et al. (2008) elucidaram a destruicdo do clorpirifos na presenca de
solugdo aquosa de hipoclorito na faixa de pH de 6,3 a 11. Eles observaram a
rapida oxidacado do clorpirifos (CP) por OCI, resultando em um composto mais

toéxico, clorpirifos-oxon (CPO). Verificaram também a hidrélise do CP e CPO para
89



3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP); a Figura 48 apresenta um esquema dos produtos
de degradacao encontrados. Entretanto, naturalmente existem outros constituintes
em solugcdo aquosa como ions brometo e matéria organica que podem afetar as
transformacdes dos pesticidas organofosforados durante o processo de
tratamento de agua. Fica claro a importadncia de identificar produtos de
degradacao dos pesticidas organofosforados.

Foi feito teste do método usando suco de laranja, de modo que a
concentracdo adicionada foi de 1,0 x 10% e 1,0 x 10°. Na concentracdo mais
baixa, a porcentagem de inibicao foi de 8,3% e na mais alta foi de 42,5 %.

HOCI HOBr

Dxuda;a/ Jl,{a O, or OX

tveeq 0= CH;—CH,

Chrsd" TO—CH~CH, \\

C .'I OH
? Hidrolise I—/I
% .-t-.I—L]]_..—LII /

¢

cwhai,fﬁf’ ~o—cH—cH, |
e !
C ol H.O, OFF, or OX

Figura 48. Figura esquematica dos caminhos dos produtos de degradacio do pesticida clorpirifos na
presenca de cloro e bromo (DUIRK, 2008)

A Figura 49 representa o cromatograma do pesticida clorpirifos oxidado
onde verifica-se a separacdo de 4 compostos diferentes. Pelos espectros de
massas apresentados na Figura 50 e pela comparacdo com o banco de dados
NIST, o composto com tempo de retengcdo de 12,24 minutos refere-se ao
metabolito do pesticida, clorpirifos-oxon e 0 composto com tempo de retencéo de
12,37 minutos refere-se ao pesticida clorpirifos.
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Figura 49: Cromatograma do pesticida clorpirifos apés oxidacao.

KRALJ, et al, 2007 em um estudo de produtos de degradacéo de pesticidas
organofosforados relata que, para o pesticida clorpirifos, um dos produtos
encontrado foi o analogo clorpirifos-oxon. DUIRK, et al, 2008, também relata
que um dos produtos de degradacao do clorpirifos é o clorpirifos-oxon.
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4.7 Determinacao do pesticida malation

Para a determinacao do pesticida malation os sinais foram obtidos em
triplicata, e a partir destes foram feitos os calculos das porcentagens de inibicao
da enzima e relacionados as concentragdes dos pesticidas, conforme os dados
apresentados na Tabela 9. A partir desses dados, foram obtidas duas curvas
(Figura 51). Uma curva representa o pesticida ndo oxidado e a outra, o oxidado.
Considerando a inibicdo minima de 3 % para a menor concentragcdo a ser
determinada, antes da inibigdo, o limite de detecgdo estava na faixa de 10mol L.

Ap6s a oxidacao usando agua de bromo o limite de deteccdo melhorou
sensivelmente passando para faixa de 107 mol L' e o limite de quantificagdo para
faixa de 10° mol L. O nico tratamento que a amostra foi submetida foi a adicao
da agua de bromo que provocou a oxidacado do pesticida estudado, sem nenhum

outro tipo de pré-tratamento.

Tabela 9. Relaciio entre a concentraciio (mol L) de malation oxidado e nio
oxidado e a porcentagem de inibicio da enzima.

Concentraciao = Inibicao antes inibicao apds
/mol L! oxidacao / % oxidacdo / %

10" 0,0 0,0

10”7 0,0 0,0

10° 0,0 0,0

10”7 0,0 3,2

10° 0,0 8,4

10” 0,0 16,3

10* 0,0 52,8

10 4,3 75,0
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Figura 51. Relacio entre a porcentagem de inibiciio da acetilcolinesterase: (o) antes da oxidacdo e (m)
apo6s oxidacio com agua de bromo. Concentragio de acetilcolinesterase = 5,0 x 10~ mol L™'; tampio
fosfato pH = 7,5; volume de injeciio = 150 pL; concentracio de acido sulfiirico = 0,5 mol L'l; vazao = 1,0
mL min™.

A curva da % inibicdo da enzima versus o logaritmo da concentracdo do
malation oxidado, Figura 51 (m), € descrita pela equacao: S= 165,43 + 29,35 log
M. O coeficiente de correlagdo para esta curva € de 0,9902. O desvio padrao
médio é de 5,8% (n = 3), para a faixa de concentracdo de 1,0 x10° a 1,0 x 10
mol L.

KRALJ et al. (2007) fez um estudo da degradacdo de pesticidas
organofosforados entre eles o malation e identificou alguns produtos, a maioria
deles pertencia do butano dietil ester. Outros trés produtos encontrados
pertenciam a familia de compostos téxicos, todos membros do grupo ésteres
fosfatos, conforme a Figura 52.

94



Malation

CH,CO0C,H;

H,CO, ‘T;
P—S—CHCOOC,H;
H,CO'
H,CO, ‘“’ #
P—SCH, H OH
H,CO pa— HO— —H
/ /s N
C,H;0—( —OC,H; CH:0— —OC,Hs
o o 0o o
H,CO_ 3
P—SCH,
H,CO 9 HS, OH
—O0C,H; j T 4
L CH:0—¢ —OC,H;
C.H0— 0 o
"‘“,_(‘) CH,COO0C,H; O
"P—O0—CHCOOC,H;
H,CO
H OH (Ha
H— H O=5=0
CH:0—¢ J—OCH;s
0 o CH;0— J—OCH;
(0] O

Figura 52 Esquemas dos produtos de degradacio do malation (KRALJ, ef al, 2007)

Em suco de laranja, as concentracdes adicionadas foram de 1,0 x 10°e 1,0
x 10, as respectivas porcentagens de inibicdo encontradas foram 7,2 e 49,9 %.

Na Figura 53 tem-se o cromatograma dos compostos apos a oxidagdo com
agua de bromo, onde tem-se trés compostos diferentes. Na Figura 54, os
espectros de massas, por comparacao com o banco de dados NIST, identificou o

malation e malaoxon, que sdo metabdlitos do malation.
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4.8 Determinacao do pesticida diclorvos

Para a determinagdo do pesticida diclorvos os sinais foram obtidos em
triplicata, e a partir destes foram feitos os calculos das porcentagens de inibicao
da enzima e que foram relacionados as concentra¢des do pesticida conforme os
dados da Tabela 10. A partir desses dados, foram obtidas duas curvas
apresentadas na Figura 55. Uma curva representa o pesticida ndo oxidado e a
outra, o oxidado. Considerando a inibicio minima de 3 % para a menor
concentracao a ser determinada, antes da inibicdo o limite de detec¢ao estava em
cerca de 107°.

Ap6s a oxidacao usando agua de bromo, o limite de detec¢cdao melhorou
sensivelmente passando para faixa de 10" mol L™ e o limite de quantificagao para
faixa de 10® mol L. O unico tratamento que a amostra foi submetida foi a adigdo
da agua de bromo que provocou a oxidacdo do pesticida estudado, sem nenhum

outro tipo de pré-tratamento.

Tabela 10. Relacido entre a concentracio (mol L'l) do diclorvos oxidado e nao
oxidado e a porcentagem de inibicao da enzima.

Concentracao | Inibicao antes inibicao apods
/mol L' oxidacao / % oxidacdo / %
10" 0,0 6,1
107 0,0 8,8
10° 0,0 17,9
107 0,0 25,6
10° 0,0 38,0
10” 4,2 53,5
10 14,8 73,2
10” 24,6 86,0
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Figura 55. Rela¢do entre a porcentagem de inibicio da acetilcolinesterase: (o) antes da oxidacio e (m)
apoés oxidacio com agua de bromo. Concentracio de acetilcolinesterase = 5,0 x 10~ mol L'; tampiao
fosfato pH = 7,5; volume de injecdo = 150 pL; concentracio de acido sulfirico = 0,5 mol L; vazio=1,0
mL min™.

A curva da % inibicdo da enzima versus o logaritmo da concentragdo do
diclorvos oxidado, Figura 55 ( ®), é descrita pela equacao: S= 127,41 + 14,25 log
M. O coeficiente de correlagdo para esta curva € de 0,9921. O desvio padrao
médio é 3,8% (n = 6), para a faixa de concentragdo de 1,0x10®a 1,0x 10° mol L™.

Na analise do pesticida em suco de laranja, estudaram-se as concentracées
de 1,0 x 10° e 1,0 x 10° mol L™ e as respectivas porcentagens de inibicdo foram
de 7,2 e 52,1%.

No estudo dos compostos formados apds a oxidagdo com agua de bromo, foi
feita a analise por CG-MS, podendo-se observar a presenca de 3 picos no
cromatograma apresentado na Figura 56, confirmando a existéncia de diferentes
compostos. Pela comparacdo com a biblioteca dos espectros de massas do
instrumento, foi possivel identificar o pesticida diclorvos e o metabdlito dimetil 1,2-
dibromo- 2,2 dichloroetil, conforme espectros de massa apresentados. A figura 56
e 57.
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4.9 Comparativo todos pesticidas
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Pelos resultados obtidos apdés a adicdo da agua de bromo, tivemos um
aumento significativo nos limites de deteccao dos compostos estudados, fato que
esta relacionado ao aumento do poder de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
em fungéo dos produtos formados.apés a oxidagao. Os compostos estudados tém
em comum o grupo (P=S) mas, ap6s a adicdo de agua de bromo, sofrem uma
reacdo de oxidacdo com a formagdo de grupos oxons correspondentes (P=0),
como no caso do clorpirifos e malation, que em geral potencializam a inibicao da
enzima acetilcolinesterase. Além do grupo oxon, houve a formacédo de outros
compostos com toxicidade elevada contribuindo para o aumento do poder
inibitério.

Essa técnica permite identificar compostos com alta toxicidade, o que pode ser
importante do ponto de vista ambiental, uma vez que permite rapida triagem em
campo. Entretanto, ressalta-se que s6 pode ser utilizada para identificacdo de
compostos inibidores de enzima acetilcolinesterase, como o0s pesticidas
organofosforados e carbamatos.
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5 Conclusoes

Para a determinagdo dos pesticidas clorpirifos, metil paration, diclorvos e
malation, a técnica FIA associada ao biossensor enzimatico mostrou-se como uma
interessante ferramenta analitica para determinacao destes compostos. Contudo,
para a diminuigdo dos limites de detecgao foi necessario realizar a oxidagao dos
pesticidas com bromo, de modo a obter compostos com maior poder inibitério da
enzima acetilcolinesterase.

O sistema FIA usado é relativamente simples. Como carregador usou-se uma
solucdo tampao evitando assim o uso de solventes organicos, além dos volumes
das substancias toxicas que eram introduzidas no sistema serem pequenos,
podendo ser separados para um tratamento adequado. O custo de construgéo e
execucgao € relativamente baixo, 0 que torna o custo por andlise também baixo,
sendo portanto possivel aumentar a quantidade de amostras analisadas dentro de
um mesmo orgamento.

De acordo com as condi¢des experimentais estabelecidas, foi possivel realizar
12 determinagdes por hora.

Com a utilizacao do regenerador enzimatico a coluna pode ser recuperada e 0
tempo de vida da coluna foi de aproximadamente 100 determinagdes sem perda
significativa da atividade enzimatica.

O uso da enzima colinesterase, de modo analogo ao feito neste trabalho,
oferece a possibilidade de miniaturizagdo, construcado de equipamentos simples e
portateis para monitoramento on site, rapido para aplicacao na area ambiental.

Essa técnica pode ser usada como varredura para a identificacdo de amostras
positivas em regides onde o uso de pesticidas organofosforados é intensa, sendo
estas posteriormente encaminhadas para andlises qualitativas e quantitativas com

técnicas ja consagradas como as cromatograficas.
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