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Resumo vii

RESUMO

Neste trabalho, foi' desenvolvido um sistema de injegdo em fluxo para
determinac&o quantitativa de acetilcolina. O método é baseado na geracio de &cido
acético pela reagéo da enzima (acetilcolinesterase) com o substrato (acetilcolina).
Esta enzima foi quimicamente imobilizada em “glass beads”. O &cido acético
formado pela reagfio da colinesterase com acetilcolina permeia através de uma
membrana de poli-tetrafiuoretileno (PTFE) para um fluxo de agua deionizada, e é
detectado em uma célula condutimétrica. A relagdo entre a altura de pico e
concentragdo de &cido. acético formado é proporcional & concentracdo de
acetiicolina presente na amostra, na faixa de concentracdo proposta. Foi
encontrada uma faixa linear de 1,0x10° mol.L" a 1,0x10° mol.L™" de acetilcolina
versus altura de pico.

Neste trabalho também foi desenvolvido um sistema FIA condutimétrico para
detecgdo quantitativa do dietil p-nitrofenil fosfato (paraoxon), pesticida amplamente
utilizado na agricultura. Com a introdugdo de uma concentrac&o conhecida de
paraoxon no sistema FIA, foi observado um decréscimo da altura do pico, como
funcéo direta de um decréscimo da quantidade de acido acético formado, devido &
inibicdo da colinesterase. A correlagdo entre a diferenca de pico versus
concentrag@o de paraoxon, € linear na faixa de 1,0x107 mol.L” a 5,0x10° mol.L”,
portanto, o limite quantitativo de detecgio foi cerca de 1,0x107 mol.L” de
paraoxon. Para propostas semi-quantitativas, o limite de deteccdo pode ser
considerado cerca de 5,0x10° mol.L" para o paraoxon. O desvio padrio relativo
obtido foi de 2,2%(n=8), para uma solugdo de acetilcolina 1,0x10° mol.L™" e uma
solugdo de 5,0x10° mol.L™ de paraoxon. Para a reativagdo da enzima imobilizada,
foram utilizadas solugSes de 1,1'-trimetilenc-bis{brometo de 4-formilpiridina) dioxima
(TMB-4).

O sistema “stopped-flow” foi estudado de forma a obter uma maior
capacidade de inibigéo da colinesterase. A correlagio entre a diferenca de altura de
pico versus concentragio de paraoxon é linear na faixa de 1,0x107 mol.L" a 5,0x
10° mol.L™. O sistema apresentou um limite de deteccdo de 5,0x10° mol.L™! para o
pesticida. O desvio padro relativo foi de 1,2% (n=6), para uma solugdo de
acetilcolina 1,0x10° mol.L" e uma solug&io de 4,0x10° mol.L™! de paraoxon.

Também foi desenvolvido um método de determinagdo quantitativa para
- acetilcolina e para o paraoxon com detecgdio espectrofotométrica. Nesta caso, o
acido aceético formado permeia através da membrana PTFE e é recebido por um
fluxo de uma solugdo de purpura de bromocresol (PBC) e é detectado
espectrofotometricamente. Foi encontrado uma linearidade entre concentracdo de
acetilcolina e altura de pico na faixa de 1,0x10™ a 5,0x10° mol.L". O procedimento
proposto apresentou um limite de detecgéo de 1,0x107 mol.L™ para o paraoxon, a
correlacéo entre altura de pico e concentragdo de paraoxon foi de 5,06x107 mol.L™ a
5,0x10° mol.L', com um desvio padréo relativo de 1,7% (n=10) para uma solugéo
de acetilcolina 5,0x10” mol.L" e uma solugéo de 5,0x10° mol.L™ de paraoxon.



Abstra. ct viii
ABSTRACT

In this work, a flow injection system for quantitative determination of
acetylcholine was developed. The method is based on the generation of acetic acid
by the reaction of acetylcholine with the enzyme cholinesterase. This enzyme was
chemically immobilized on *“CPG". The acetic acid formed by the enzyme
(actylcholinesterase) reaction with the substrate (acetylcholine) permeates through a
poly-(tetrafuoroethylene) (PTFE) membrane into a de-ionized water stream, and is
detected conductimetrically in a flow-through cell. The relationship between the
signal height and acetic acid concentration formed is proportional to the
acetylcholine concentration present in the sample, in the purposed concentration
range.

A system conductimetric was developed for quantitative diethyl p-nitrophenyl
phosphate (paraoxon) determinations, a pesticide of widespread used in agriculture.
Infroducing into the system a given concentration of paraoxon solution and
observing the decrease of the reaction product as a decrease in the signal height, as
a result of the decrease in the quantity of acetic acid formed, by inhibition of
immobilized cholinesterase. The correlation between the peak height, for a given
acetylcholine concentration, is linear from 1.0x107 to 5.0x10°° mol.L™! of paraoxon,
therefore the quantitative timit of detection was about 1.0x107 m_cJI.L'1 of paraoxon.
For semi-quantitative purposes a limit of about 1.0x10°® mol L™ can be considered.
The relative estimated standard deviation (R.S.D) obtained using a 1.0x10° mol.L"
acetylcholine solution and a 5.0x10® mol.L" paraoxon solution was + 2.2% (n=8).
For reactivating of the immobilized enzyme, 1,1'-trimethylene-bis(4-formylpyridinium
bromide) dioxime (TMB-4) was used.

For higher a quantitative limit of detection, a stopped-flow system was used.
The correlation between the peak height, and conductimetric signal is linear from
1.0x107 mol.L™ a 5.0x10® mol.L" of paraoxon: therefore, the quantitative limit of
detection was 5.0x10° mol.L™" for the pesticide. The R.8.D. was 1.2% (n=6),
obtained using a 1.0x10° mol.L™' acetyicholine solution and a 4.0x10® mol.L"
paraoxon solution.

A method was developed using spectrophotometric quantitative determination
for both acetylcholine and paraoxon. The acetic acid formed by the reaction of
acetylcholine and choiinesterase permeates through a PTFE membrane and is
received by .a stream of bromocresol purple (BCP) and is detected
spectrofotometrically. Linearity for acetyicholine concentration and spectrofotometric
response with a useful range from 1.0x10™ to 5.0x10™ mol.L” of acetylcholine was
observed. The proposed procedure has a quantitative limit of detection of about
1.0x16” mol.L" of paraoxon, a linear range calibration of 5.0x107 to 5.0x10° mol.L™,
and a R.S.D. of 1.7% (n=10) at 5.0x10° mol.L" paraoxon solution with a 5.0x10°
mol.L™ acetylcholine solution.



OBJETIVO X

OBJETIVO:

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um método
condutimétrico de andlise por injegdo em fluxo para a determinagdo quantitativa
de acetilcolina e de paraoxon, baseado na geragéo de acido acético pela
reagio da acetiicolina com a enzima acetilcolinesterase quimicamente
imobilizada em glass beads de porosidade controlada “CPG’, e solugéo de 1,1~
" frimetileno-bis(brometo de formilpiridina) dioxima (TMB-4) como substancia
recuperadora da atividade da enzima. Dentro da mesma proposta de trabalho,
também teve como objetivo, -a aplicagdo do método FIA-Stopped-Flow ao
sistema condutimétrico, para permitir um maiér tempo de contato entre a enzima
e o pesticida, e portanto uma maior inibicdo, levando & resultados com
sensibilidades maiores.

Também foi objetivo deste trabalho, o desenvolvimento de um método
espectrofotométrico enzimatico para determinagdo quantitativa de acetilcolina e
de paraocxon, utilizando o indicador acido-base (purpura de bromocresol), para
detectecdo da mudancga de pH devido a presenga do acido acético gerado pela
reagé&o enzimatica.

| Um estudo comparativo utilizando outro suporte para a imobilizagéo
também foi objetivo de nosso trabalho. Na determinagdo da acetilcolina pelo

método condutimétrico, substituindo-se o “CPG” por silica gel modificada.
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1. INTRODUCAO

L1. TRANSMISSAO DE IMPULSOS DOS NERVOS AS
FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS:

No sistema nervosc os impulsos nervosos sdo transmitidos através de
células nervosas denominadas neurdnios.

A cpmunicagéo entre 0s neurdnios ocorre através dos axbnios terminais
de um neurdnio e os dentritos de outro neurdnio. Os dentritos recebem os sinais
oriundos de outra célula. Estes sinais s&o transmitidos do axdnio da célula
transmissora para o dentrito da célula receptora.

O contato entre os neurdnios, assim como entre o8 neurdnios e as
células musculares ou células glandulares, sdo chamados de sinapses. Em
uma tipica sinapse, a membrana pré-sinaptica (por exemplo, o axdnio de um
neurdnio) é separada da membrana pés-sindptica (por exemplo, o dentrito de
outra célula) por um espago chamado fenda sinaptica'™.

Os impulsos nervosos se comunicam através da maioria das sinapses
mediante transmissores quimicos, que sdo pequenas moléculas difusiveis,
como a acetilcolina (ACh) e a noradrenalina. A acetilcolina é também um
transmissor nos terminais das placas motoras (conexdes neuromusculares), que
sdo uhiﬁes entre o nervo @ o musculo estriado.

A chegada de um impulso nervoso da lugar a liberacéo de acetilcolina na

fenda sindptica. Entdo, a molécula de acetilcolina difunde até a membrana pds-
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sindptica onde se combina com moléculas receptoras especificas abrindo poros
na membrana, com didmetros de aproximadamente 0,5 nm, suficientemente
grandes para a passagem de cétions (Na*, Ca"™, K') com bastante facilidade.
Isto produz uma despolarizagéio da membrana pés-sinéptica, que se propaga ao
Jado da membrana eletricamente excitavel da segunda célula nervosa. Porém, a
-acetilcolina é hidrolizada pela acetilcolinesterase em milésimos de segundos em
acido acético e colina, e se restabelece a polarizagdo da membrana pos-

sinaptica’ (Figura 1.1).

¢
H
H,C—C—0—CH,—CH,—N'(CH;); + H0 &

Acetilcolina

H:C—C=0 + HO—-—CHz——CHz—N+ (CH3)3

O colina
Acetato

Figura 1.1 - mecanismo da reagdo enzimatica entre acetilcolina e a
colinesterase

O periodo' de tempo muito curto, cerca de 1 x 106 segundo, em que a
acetilcatina permanece em contato com a membrana da fibra muscular é quase

sémpre suficiente para excitar a fibra muscular, e a remogéo rapida da
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acetilcolina evita uma nova excitacdo apos a fibra muscular ter-se recuperado

do primeiro potencial de agao.

A acetilcolina é sintetizada no citoplasma do terminal, porém, é
rapidamente absorvida em varias pequenas vesiculas sinapticas, cerca de
300.000 das quais existem normalmente em todos os terminais de uma unica
placa motora. Na matriz das fendas secundarias, hd grande quantidade de
enzima acetilcolinesterase (AChE), comumente denominada de forma reduzida
como colinesterase (ChE), capaz de hidrolisar a acetilcolina (Figura 1.2). Neste

trabalho utilizaremos o simbolo AChE.

Figura |.2 - Ciclo das transformagdes da acetilcolina na placa terminal®.
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1.2 MECANISMO CATALITICO DA COLINESTERASE:

A reacdo catalitica entre a acetilcolina e a enzima colinesterase é

representado na Figura [.3.

Enzima— Ser — OH

enzima
I
H3C —— C —0 — CHz — CHz — N+ (CH3)3
Acetilcolina
HO — CH;— CH, — N’ (CHa)s
Colina
v

O

I
Enzima—Ser— 0 —C —CH,
Intermediario acetil-enzima

H,0
C
v 0
||
Ernzima — Ser — OH + HC —C — OH
enzima Acido acético

Figura |.3 —~ Reac&o Catalitica da acetilcolina pela colinesterase.




Capitulo | Farmacos que Inativam a Colinesterase 5

A acetilcolina reage com uma serina especifica do centro ativo da AChE
para formar um intermedidrio covalente acetil-enzima, ocorrendo assim, a
liberac&o da colina. O intermediario acetil-enzima reage entdo com a agua para
formar acetato e regenerar a enzima livre o suficiente para iniciar uma onda de

despolarizago'.

13 FARMACOS QUE INATIVAM A COLINESTERASE:

Devido ac importante papel fisiologico da acetilcolinesterase no sistema
nervoso, os estudos dos inibidores da enzima sdo de grande importancia.

No sangue, a AChE é inibida em vérios graus por numerosos compostos,
tais como organofosforados, carbamatos, esteres, acido sufonico®.
Os processos de inibicdo enzimatica sio muito importantes porque s&o os
principais mecanismos de controle em sistemas biolégicos e sdo muito
utilizados em diagnésticos e regulagéo enzimatica pelos enzimologistas. Muitos
medicamentos e agentes tdxicos agem inibindo enzimas® .

Muitos inibidores assemelham-se ac substrato e ligam-se ac centro ativo
da enzima', caracterizando a inibicdo enzimatica que pode ser reversivel e
irreversu'vef, dependendo do tipo de complexo formado com a enzima.

Urh inibidor reversivel caracteriza-se por uma dissociagcdo répida do
complexo enzima-inibidor, enquanto que um inibidor irreversivel caracteriza-se

por dissociar-se muito lentamente da enzima.
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A inibig&o da atividade da colinesterase na fenda sinaptica, pelo emprego
de substancias inibidoras da enzima, pode levar ao blogueio neuromuscular.
Algumas substancias, tais como a neostigmina e a fisiostigmina (também
denominada eserina), inativam a ChE de tal forma que ela, apesar de presente
nas sinapses, n3o hidrolisa a acetilcolina liberada pela placa terminal. Como
resultado, a quantidade de acetilcolina aumenta apés impulsos nervosos
sucessivos, de maneira que quantidades extremas podem atingir o mdsculo,
causando uma despolarizago maior e mais demorada na membrana sinaptica.
Tal fato pode provocar a morte devido a um espasmo da laringe capaz de
asfixiar a pessoa'™ .

A neostigmina e a fisiostigmina combinam-se com a colinesterase,
formando complexo carbamil-enzima, que é hidrolisado muito lentamente,
inativando a enzima por vérias horas' (Figura 1.4).

Entretanto, doses controladas destas substancias, e de outras inibidoras
da colinestarase, sdo utilizadas como farmacos no tratamento de algumas
doengas. A neostigmina e a fisiostigmina, por exemplo, sfo substancias
‘utilizadas no tratamento de pacientes portadores da doenga miastemia grave

que se caracteriza pelo mal funcionamento dos musculos.

0]
H:C L
‘ N — C— 0O — Ser — Enzima
HsC —

Figura [.4 - Complexo carbamil-enzima
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A miastemia grave faz com que a pessoa fique paralisada. Acredita-se
que a pessoa portadora desta doenga, rara e auto imune, desenvolva anticorpos
contra seus préprios musculos, lesando a fibra muscular, inciuindo a destruigdo
parcial da membrana receptora. Ocorre uma diminuicdo dos impulsos nervosos,
devido & incapacidade das jungBes neuromusculares em transmitir sinais das
fibras nervosas para as fibras musculares. Quando o mal funcionamento dos
musculos atinge os 6rg&o vitais, o paciente morre devido & paralisia dos
musculos (p. ex. misculos respiratorios).

A neostigmina e a fisiostigmina impedem que a enzima destrua de
imediato a acetilcolina secretada pela placa terminal. Desta forma, mesmo
quantidades inadequadas de acetilcolina, secretadas pelas placas terminais,
podem determinar uma quantidade de impulsos musculares quase normal.

A neostigmina também & utilizada no tratamento de glaucoma, uma
doenga ocular caracterizada por presséo intra-ocular anormalmente alta. Na
terapéutica, a substancia inibe a colinesterase, aumentado os efeitos da
acetilcolina.

Entretanto, os fosforados organicos tais como diisopropilfosfofluoridato
(DIPF) séo os inibidores mais potentes da colinestarase.

O DIPF reage com um radical de serina no centro ativo da enzima,
formando complexos covalentes fosforil-enzima muito estaveis (diisopropil-
fosforil-enzima'*® ). O grupo fosforil permanece ligado a serina do centro ativo

da enzima ( Figura .5 e Figura 1.6) .



Cépitulo i Farmacos que inativam a Colinesterase

CHy 0 CHg
N
Enzima — Ser—OH + H-C-0-P-0-C-H
V2 AN

CHy . CHs

Diisopropil-fluorofosfato
(DIPF)

S?r

Enzima

Enzima inibida por DIPF

Figura L5 - Inativagdo da Colinesterase por Di-isopropil-fluorofosfato’.

ICnlinmtm I [Colinestelm l
i
F-II!'-B CHy + H —> HF +

CH; CHs

Figura 1.6 — Esquema da Inativagio da Colinesterase por Di-isopropil-fluorofosfato.
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A Figura L7 mostra alguns importantes compostos inibidores da

colinesterase.

PDYeOREEE
T T 0 H
cH,  CH,
FISIOSTIGIMA
CH
HCN c a
( 3 )3 o - C —— N\
i
0
NEOSTIGMINA
CH
3
Hac\ o ¢ N /
=
N i H N CH,
o
\
PIRIDOSTIGMINA
c
1rN02
H_C) NCH ¢ _—_NHC
(H,C), 2/@' CH,SCH,CH_NH NHCH,
RANITIDINA

Figura 1.7 - Alguns Inibidores Reversiveis da Colinesterase.
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O diisopropilfosfofiuoridato (DIPF), a sarina e o tabum s3o compostos que
apresentam utilidade militar como gases neurotéxicos em guerra quimica. Sao
capazes de inativar a colinesterase por vérias semanas, causando paralisia
respiratéria, e desta forma levando a morte por sufocamento’ . O fabum e a
sanna (Figura 1.8) estio entre os compostos inibidores da colinesterasé mais

~ tdxicos.

CHy
u}c -0 N ////o
P
N
CH5 F
SARINA
CH; CH;
I g |
N : N
0 @/ Y j
Ch. "J\u PN ;.:Ha

TABUM

Figura 1.8 - Alguns Inibidores Irreversiveis da Colinesterase.
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Um esquema da hidrolise da Sarina é representado na Figura |.9.

H-C-0 0 H-C-0 0
\p/ + HO —» / \P/ + HF
Chs N\ Chs '\
CHy F cuy OM
Ha
A N A
H-C-0 )
S/ \\Péy + H0 — ‘//P + (CHs) CHOH
CHa / CHy oM
cny O

Figura 1.9 - Reacdo de Hidrdlise da Sarina.
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1.4 ORGANOFOSFORADOS COMO INIBIDORES DA
COLINESTERASE:

Compostos  organofosforados s&o  inibidores potentes da
acetilcolinesterase. Sdo compostos capazes de inibir irreversivelmente a AChE,
blogueando a serina do sitio ativo da enzima por um ataque nucledfilico,
produzindo uma serina fosforilester, a qual & hidrolisada muito lentamente'?,

Inseticidas organofosforados e carbamatos s&o compostos com alta
aplicabilidade na agricultura devido a sua capacidade de inativarem a
acetilcolinesterase. O modo de agdo dos inseticidas carbamatos € similar ao
dos compostos organofosforados, exceto que com estes compostos a AChE é
carbanilada. A inibigdo produzida pelos carbamatos n&o costuma ser
ireversivel e normalmente € de duragdo curta. Os distirbios do sistema
nervoso central sdo menos intensos e apresentam uma baixa toxicidade por via
epidermica.

Os agentes anticolinesterasicos  organofosforados  comumente
encontrados sdo, com algumas excegdes, liquidos altamente lipossoliveis e
muitos apresentam pressGes de vapor elevadas a temperaturas ordinarias. Os
agentes menos volateis s&o muito empregados como inseticidas agricolas.

A Figura 1.9 mostra alguns exemplos de pesticidas organofosforados mais

utilizados.
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" Figura 1.9 - Exemplos de compostos organofosforados empregados como inseticidas.
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1.5 SUBSTANCIAS QUE RECUPERAM A ATIVIDADE DA
COLINESTERASE:

A acetilcolinesterase inibida por fosforados organicos como DIPF pode
ser reativada por derivados da hidroxilamina (NH;;OH)1 , a qual liberada o grupo
fosforil, ligado ac grupo serina da enzima. Entretanto a hidroxilamina n&o pode

ser utilizada in vivo por ser toxica nas concentracoes requeridas (Figura 1.11).

CHz a CHg

~ I 7

H-C-0-P-0-C-H

/ N

+ NHOH ——

CHz 0 CHz
Sler
Enzima
CH3 0 EH3

l S Enlzima

CHz OH

Figura 1.11 : Reativagéo peia Hidroxilamina, da Acetilcolina Inibida por DIPF
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Compostos organofosforados, incluindo os utilizados em envenenamento
por gas neurotdxico, sdo absorvidos pelas vias epidérmica, digestiva e
respirataria. No caso de intoxicagéo, o tratamento tem sido feito com drogas que
sdo farmacologicamente antagénicas & acetilcolina. Como requisito terapéutico
estas drogas devem reagir rapidamente com 0s 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 indicados para o tratamento quimioterapéutico nos casos de
envenenamento por compostos organofosforadosg.

Dentre os compostos reativadores da atividade da colinesterase apés a
enzima ter sido inibida por organofosforados estao algumas oximas™ .

Alguns autores’ *?

tem proposto a utilizagao de agentes nucledfilicos, tais
como metiodeto de 2-piridinaldoxima (2-PAM iodeto) (Figura 1.12 ), em métodos
analiticos para a reativagio da enzima imobilizada, apos ter sido inibida por

compostos fosforados.

+

N—CHZ——" CHZ_"—CH?_ Nx

=
a) o | I
“l N CH CH
{ [
CHa NOH NOH

Figura 1. 12 — Algumas substancias utilizadas como regeneradores da enzima
colinesterase, apés a inibicdo com a enzima colinesterase. a) Metiliodeto de
piridinaldexima (PAM); b) [1,1-trimetileno-bis(brometo de 4-formilpiridina) dioxima] ou
TMB-4
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Para o caso da inibigio da enzima com DIFP o mecanismo de reativagéo
por PAM pode ser explicado de acordo com a Figura 1.13.

A substancia PAM possui um fon amdnio quaternario que atrai o sitio
ativo da acetilcolinesterase inibida com organcfosforado. O grupo hidroxilamina

do PAM ent&o atrai o grupo fosforil da enzima inibida, formando um complexo

PAM-DIFP e reativando a enzima.

DH
R I‘!I En:!:ima
k"//\ / +  Ser —>

N CH 1

| i

CHs RO— ﬁ’—-OR
0

H

RO

~
@l: N _o_;_l,__og + Enzima — Ser -— OH

I

O

pra

acetilcolinesterase reativada
CHs

Figura 1.13 - Reativacdo da acetilcotinesterase por PAM

Dentre os agentes nuclecfilicos investigados, 0 TMB-4 [ 1,1'- trimetilieno-
bis(brometo de 4-formilpiridina) dioxima] foi observado ser o mais eficiente

agente reativador ' ( Figura .12 ). O mecanismo de reativagdo de AChE inibida
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por organofosforados utilizando TMB-4, da mesma forma que para o PAM,
envolve fosforilagdo do reativador pela enzima fosforilada, desta forma

liberando a enzima livre® ( Figura 1.13),

[Ctotinestorase |

L@ 9_‘\ __,,L.m.., N

I:Ib [:Ik

Figura 1.13 — Esquema Geral da Reativagdo da Enzima Colinesterase.

ions fluoreto, molibdato e magnésio também sdo reativadores de
colinesterases fosforiladas. Embora sejam também agentes nucleofilicos, sdo
reativadores muito diferentes dos anteriormente citados. O fluoreto de sédio, por
exemplo, é cerca de 9 vezes menos efetivo que PAM na reativacéo da enzima
inibida por sarina. Também é referido em literaturas que a adicdo de MgCl, é
essencial para reduzir o decréscimo da atividade da enzima solivel, ou
imobilizada, quando a enzima é reutilizada repetitivamente™. Da mesma forma,
0 fluoreto de sddio ou o molibdato de amodnio, tém sido usados em plasma

inibido por sarina, embora a reativagdo seja mais lenta que quando utiliza-se

PAM® .
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. BIOSSENSORES

i1 DEFINICAO:

Essenciaimente, um biossensor € um dispositivo miniaturizado integrando
um elemento biolégico ou bioguimico (anticorpo, enzima, receptor, célula,
organelas, bactérias, tecide de plantas ou de animal) a um transdutor (6ptico,
eletroquimico, piezoelétrico, etc.), o qual converte a concenfracdo de um
analito, de uma amostra apropriada, em um sinal (6ptico ou elétrico)>"" que
pode ser ampliado e subsequentemente processado, fornecendo respostas
automaticas.

Entretanto, devido a grande aplicagdo e as variedades de biossensores,
0s quais envolvem desde pequenos modelos portateis até sistemas caros e
automatizados, tornou-se um problema definir exatamente um biossensor'>"°.

Dado a problemas de defini¢do, devido a ampla faixa de produtos que
claramente estio dentro da categoria, Turner et aI”, adotaram uma definicdo

mais abrangente de biossensores de trabalho que inclue agueles que néo

estariam normalmente classificados dentro do titulo de biossensor.
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I.2 APLICACAO:

Os biossensores sdo uma ferramenta analitica bastante versatil. Devido
a capacidade para determinar seletivamente analitos em amostras complexas,
devido a rapidez de andlise a baixo custo, constituem uma tecnologia com
rapido crescimento de mercado. A rapida e facil preparacdo, a possibitidade de
miniaturizagdo e a habilidade para serem utilizados em analises in vivo e em
sistemas em fluxo, viabilizam sua aplicacdo em diferentes areas tais como
medicina, alimentos e ambiental'*"®.

Na medicina, os biossensores tem merecido consideravel atengéo,
sendo muito empregados para a deteccdo e controle de algumas doencas e no
monitoramento in vivo de metabdlitos, drogas e proteinas. Usam-se sistemas
miniaturizados portateis em casos gue necessitam um intenso acompanhamento
médico’™. E importante observar que os biossensores podem ser adequados
para analises in vivo, desde que sejam tdo pequenocs que possam ser inseridos
dentro do corpo ou em contato com o corpo para continuc monitoramento da
concentragao de um analito de importancia patologica ou terapéutica.

Ja foram desenvolvidos métodos amperométricos e potenciométricos
para a aplicagdo em andlises clinicas na determinagio de &cido Urico, para
diagnéstico e tratamento de desequilibrios hematolégicos, de creatinina e
creatina em fluidos bioldgicos, para diagndsticos de fungdes renais musculares
e da tiréide. Sensores amperométricos também s3o muito utilizados em analises
de colesterol, ftriglicerideos, etanol, fosfato, fosfolipideos, antigenos e

anticorpos'*%°.
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As enzimas imobilizadas, juntamente com sensores de eletrodos ion

seletivo (EIS), sédo acoplados a vérios instrumentos  disponiveis
" comercialmente, para a determinagéo de uréia e creatinina',

Os sensores de glicose sdo importantissimos no controle e diagnéstico

de pacientes portadores de diabete e outros desequilibrios de glicemia no

| sangue. Muitos trabalhos tém relatado o desenvolvimento de biossensores para
14,26,30—32'

a determinacio desta substancia em amostras reais

Os eletrodos enzimaticos tem sido muito desenvolvidos para aplicagao

14,27

em andlises clinicas na determinagio de aminodcidos™, bilirubina
penicilina'*®®, oxalato® e de outras substancias indicadoras de algumas
doencas ou de toxicidade em diagndsticos clinicos.

Biossensores eletroquimicos estdo sendo extensivamente investigados
em processos bioquimicos, baseados na inibigdo enzimatica, como, por
exemplo, a determinagdo da acetilcolina (uma substancia responsavel pela

32-42

transmissdo dos impulsos nervosos no organismo) e da atividade da

colinesterase no sangue™>

. Como ja foi dito, a concentragdo desta enzima no
plasma sanglineo &€ um importante indicador de doengas, e de processos de
toxicidade com espécies tais como fluorofosfatos, carbamatos e pesticidas
organofosforados™.

A utilizacdo de biossensores na medicina e outras areas € ampla, e
muitas substancias podem ser analisadas, devido a sua alta especificidade,

sensibilidade e potencial de miniaturizagéo. Um vasto campo de aplicagéo esta

sendo estudado e desenvolvido, e muitos sensores séo disponiveis
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" comercialmente para algumas 4reas. A Tabela i.1 apresenta alguns eletrodos

enzimaticos”™.

Tabela 1I.1 - Principais Eletrodos Enzimaticos Disponiveis Comerciaimente

Tipo Enzima Sensor
Glicose Glicose Oxidase Pt (H202) , 02,1
Uréia Urease NHs , NHS
Acido Urico Uricase 0,
Alcool Alcool oxidase 0.
L-Tirosina Tirosina decarboxilase CO:;
Oxalato Oxalato oxidase 0O,
Sallicilato Sallicilato hidroxilase O;
Creatinina Creatininase NH;
Ascorbato Ascorbato oxidase O,
L-Lisina Lisina decarboxilase CO;
Agucar Invertase Mutarotase Pt (H20,) , O2
Glicose oxidase
Lactato Lactato dehidrogenase O
Penicilina Penicilinase pH

Na area de alimentos, devido ao alto numero de andlises requeridas em
indastrias alimenticias, a pouca ou nenhuma necessidade de preparagdo da
amostra, € um requisito favoravel para os métodos que utilizam biossensores.

- Sensores de glicose e oxigénio séc ferramentas importantes empregadas
em processos de controle de fermentagédo e monitoramento de varios substratos

14,23

e produtos de reacdes bioquimicas' . Também é de grande importancia, a

determinagdc de etanol em alimentos, bebidas, e em processos de
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fermentacdo. O processo de controle de qualidade de produtos alimenticios
pode ser facilmente executado utilizando biossensores, para a medida de
analitos tais como glicose , lactato, sucrose, galactose, metanol, aspartame e

fenois™. '

Em estudos ambientais, a preocupacéc crescente com o meio ambiente
tem dirigidc as pesquisas para o desenvolvimento de biossensores para
poluentes, muitos trabalhos tem aparecido na literatura para detecgdo de
compostos tais como fendis, amodnia, aromdaticos clorados, formaldeido e
pesticidas.

Nos ultimos 15 anos, biossensores eletroquimicos tem sido amplamente
investigados para a determinac@o de pesticidas, baseados principalmente na
inibicdo enzimatica de enzimas especificas. Uma variedade de organofosfatos,
produtos a base de carbamatos e outros pesticidas podem ser detectados
utilizando a enzima colinesterase interfaciada a transdutores oOpticos e
eletroquimicos™.

Os biossensores podem ser diferenciados de acordo com o elemento
bioldgico usado no receptor, que pode ser. organismo, anticorpo, tecido vegetal,
organela, membrana, enzima e outros. Estes materiais biocataliticos s&o
intimamente ligados fisica ou quimicamente a eletrodos apropriados, e imersos
em sélugées que contém o analito.

A grande variedade de reagbes em meios biolégicos, associada a

disponibilidade de varios transdutores, fornece grande variedade de opg¢des
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frente ao desenvolvimento de metodologias analiticas. Assim, deve-se fazer a
escolha adequada do receptor bioldgico, do transdutor e estabelecer as

condigbes otimas para a reacao que se deseja estudar.

1.3 METODOS DE IMOBILIZACAO:

O acoplamento do componente biolégico ou bioquimico a um
determinado material, conhecido como imobilizac&o pode ser feito de diferentes
maneiras. Os métodos de imobilizacdo mais empregados na construgéo de

biossensores tém sido adsors&o, ligacéo covalente, ligagéo covalente cruzada e

inclusao™ > (Tabela 11.2)

Tabela IL.2 - Alguns Processos de imobiliza¢do para Enzimas

Método Vantagem Desvantagem
Adsorcdo em uma matriz| Simples, condigcbes | Algumas das enzimas s&o
insoltvel { forgas de Van der| brandas. ligantes muito dependentes

Waals, ligagao idnica)

do pH, solvente e
temperatura.insensibilidade.

Liga¢do covalente em
suportes ou matrizes
insoltiveis em agua.

Estabilidade do complexo
suporte-enzima, uma vez
que o material biolégico é
mantido em um ambiente
semethante ao que se
encontra na natureza.

Possibilidade de perda de
atividade devido a reagbes
envolvendo grupos
essenciais para a atividade
biolégica.

Ligagdo covalente cruzada
por um reagente bi ou
multifuncional

Procedimentc simples, forte
ligacao quimica das
biomolécuias.

Dificuldade para controle da

reagdo, requer grande
guantidade de enzima,
atividade da enzima

relativamente baixa

Inclusdo em um gel (em uma
matriz polimérica ou em uma
membrana semi-permeavel)

Condig¢des brandas.

Perda da atividade da
enzima por possibilidade de
denaturagdo, ou lixivagdo
devido aos  diferentes
tamanhos dos poros dos
polimeros
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Adsorgdo de uma enzima sobre uma suporte insolivel, resulta em
interacdes do tipo das forgas de van der Waals, ligagéo idbnica, atragdo via
pontes de hidrogénio. Os suportes mais utilizados s3o o carvao vegetal, a silica,
0 vidro e alumina. Geralmente, quando a imobilizagéo é feita por adsorgdo, os
biossensores s&o insensivejs. Entretanto, biossensores adequados podem ser
construidos, conhecidos como eletrodos de pasta de carbono, utilizando uma
: mistura de grafite com a enzima previamente dissolvida em uma solugéo

apropriada.

No método de ligagio covalente, a enzima é mantida num ambiente
semelhante ao que ela se encontra na natureza e, desta forma, possui maior
estabilidade frente aos efeitos de pH, forga ibnica, solventes e temperatura, A
imobilizagdo em suportes insoliveis & feita através da ligagcdo de grupos
funcionais ndo ativos da enzima e grupos reativos (hidroxila, carbonila, amino e
fendlico) ligados na superficie do suporte. O suporte com grupos NH, livres &
ativado com glutaraldeido e em seguida o produto formado é acoplado com
grupos NH: livres, da enzima. Os suportes mais utilizados sao polimeros
sintéticos (agar-agar, celulose, membranas de colageno ou celulose, esferas de
vidro, amido).

No método de ligagio covalente cruzada, utiliza reagentes bifuncionais
na imobilizagdo do material biolégico e também baseia-se na formagdo de

ligagdes covalentes, entre si, porém na auséncia de suporte. Ocorre formagéo
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de ligagbes cruzadas intermoleculares entre as moléculas das enzimas e
reagentes bi ou multifuncionais, com formag¢éo de particulas macroscépicas.

Dentre os reagentes bifuncionais utilizados para a formagédo da ligagéo
covalente cruzada pode-se citar o glutaraldeido, o acido bisdiazobenzidina
2,2-dissuifonico, 1,5-difluor 2,4 dinitrobenzeno e 2 2-isoanato 4-isotiocianato
tolueno.

Diferentes mecanismos s&o utilizados para explicar 0 método de
imobilizagdo de ligagdo cruzada com o glutaraldeido™. A reacdo pode ocorrer
entre os grupos aldeidos do reagente com grupos amino livres da enzima,

formando um produto macromolecular. A reagdo também é possivel entre amino
grupos da proteina e um «, B-aldeido insaturado, o qual & formado pela

dehidratagdo de uma solugéo aquosa de glutaraldeido™. Um esquema da

reacdo do glutaraldeido é mostrado na Figura li.1.
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OHC — (CH,); — CHO

|

CHO CHO CHO

| I |
—CH=C—(CH,); — CH = C — (CH,); — CH = C — (CH,), —

iNH - Enzima
2

(IZHO |CHO ?HO
— (|3H —CH—(CHz). —CH=C —(CH,), — CH’—- CH—(CH,), —

HN — Enzima HN — Enzima

Figura Il.1 - Imobilizagdo de Enzima pelo Método da Ligacdo Covalente Cruzada
Utitizandao o Glutaraldeido.

No processo de inclusdo, o material biologico é confinado na grade de
uma matriz polimérica ou em membranas semi-permeaveis.

O método da ocluséo em gel consiste no confinamente da enzima nos
espagos intersticiais de polimeros (agar-agar, poliacrilamida, alcool polivinilico)
ou membranas semi-permeaveis. Entretanto, nesta técnica pode ocorrer a perda
da atividade da enzima por denaturagdo ou ainda pode ocorrer perda do
material enzimatico com lixagdo devido aos dliferentes tamanhos dos poros do

polimero.
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it4 TRANSDUTORES:

Essencialmente um biossensor é constituido de um componente
.bioiégico, um transdutor fisico, um amplificador elétrico e um sistema de
processamento de dados. Os transdutores séo dispositivos 0s quais respondem
aos produtos de uma reagéo ou de um processo enzimatico e convertem o sinal
fisico-quimico a um sinal elétrico.

Devido a sua simplicidade, transdutores eletroquimicos s&c muito
empregados na construgdo de biossensores de baixo custo. Os sensores
eletroquimicos mais  utilizados normalmente sdo  potenciométricos,
amperométricos, opticos e outros. O principio de detecgdo consiste na
conversdo de um substrato ndo detectdvel em produto eletricamente ou

opticamente detectavel.

11.4.1 Sensores Potenciométricos:

O principio basico de medidas potenciométricas é o desenvolvimento de
potenciais sobre um eletrodo pelo acumulo de cargas aumentando assim a
densidade de carga na superficie de um eletrodo. Este processo ocorre pela
medida do potencial de células eletroquimicas na auséncia de uma corrente
aprecidvel. O potencial desenvolvido € descrito pela atividade do analito em

uma amostra através da equacgao de Nernst:

E=Eo-(RT/nF)Ln g
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E, é o potencial padrdo para a = 1 mol.L” (atividade idnica), R é a
constante dos gases (8,3143V.coul.deg’.mol.™ ), F & a constante de Faraday
(9687 coul.eg"), T ¢ a temperatura em K, n & o nimero de elétrons envolvidos
na reacao.

Eletrodos de pH tem sido muito utilizados para medidas de atividades das
enzimas tais como penicilinase®, urease™ e acetilcolinesterase', as quais
produzem ou consomem protons como resultado da catélise enzimatica.

O usos de membranas ion-seletivas acopladas na interface do sistema
enzimético de um transdutor pode resultar em um biossensor, capaz de medir a
variagao da concentracao de alguns destes ions ou gases gerados pela reagdo

entre a enzima e o substrato e inibidores de enzimas® .

114.2 Sensores Amperométricos:

Sensores amperométricos mantém o potencial do eletrodo em um nivel
suficiente para a oxidagéo ou redugdo de espécies de interesse, quando uma
voltagem é aplicada, e medem a corrente gerada devido & transferéncia de
elétrons a qual deve ser proporcional a concentragdo do analito.

Biossensores amperomeétricos contam com um sistema enzimatico que
conve_rte cataliticamente analitos eletroquimicamente ndo ativos em produtos
que bodem ser oxidados ou reduzidos sobre o eletrodo de trabalho que é

mantido em potencial especifico em relagdo ao eletrodo de referéncia. A
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~corrente é linearmente proporcional a concentragdo do produto eletroativo, o
qual é proporcional ao substrato néo eletroativo.
Enzimas tipicamente utilizadas em biossensores amperométricos sé@o

éxido-redutases, as quais catalisam a seguinte classe de reac;.ées“:

Substrato (8) + O, — Produto(P) + H0. (1)

Como resultado, a concentracéo do substrato pode ser determinada por
deteccdo amperométrica do O ou H;0..

Alguns exemplos de aplicag@io de biossensores amperometricos inciuem
a imobilizagdo de enzimas em membranas, tais como oxidases especificas para
vérios substratos, com produgdo de H;0, , e fixando-as sobre superficies de

eletrodos redox.

A imobilizagdo da enzima pode ser feita de diferentes maneiras:

a) em membranas fixadas sobre a superficie de eletrodos redox.

b) na superficie de eletrodos tais como de platina ou carbono vitreo.

c) em eletrodos modificados de pasta de carbono.

Assim, as possiveis alternativas da utilizagdo de biossensores
empregando transdutor amperométrico, traduz a versatidilidade do método, e
tem motivado o desenvolvimento destes sensores buscando cada vez mais um
aumento da sensibilidade e aplicabilidade na determinacio de diferentes

substancias.
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4.3 Sensores Opticos:

Muitos trabathos tém sido direcionados no sentido da utilizacdo de
sensores Opticos como transdutores no desenvolvimento de biossensores. Os
transdutores Opticos geralmente se baseiam na deteccdo da variagdo de cor
devido 20 produto formado pela reagéo enzimatica, ou pela reagéo do produto
com um reagente, empregam um fendmeno O&ptico, incluindo absorgao,
luminescéncia, fluorescéncia, fosforescancia, etc'.

A escolha de um método éptico particular depende da natureza da
aplicagéo e da sensibilidade desejada. Uma fibra Optica pode ser acoplada a
todas as técnicas 6pticas, aumentando assim sua versatilidade. Um sensor de
fiora optica é baseado no espalhamento, reflectancia ou absorgédo de luz por
uma_amostra posicionada no final de uma fibra éptica, com uma fonte de
excitacéo e detector sendo locado préximo ao final da fibra.

Muitos sensores de fibra dptica tem sido desenvolvidos para a medida de
pH, O, e CO. e estio sendo aplicados em sensores de gas, em andlises de
sangue in vivo e em cirurgias do coragéio",

A aplicabilidade dos sensores de fibras 6pticas para monitoramento em
tempo real e “in vivo”, surge de sua capacidade telemétrica, e de sua

habilidade para ter acesso a lugares dificeis de se atingir.
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3.4.4 Sensores Condutimétricos:

A possibilidade do monitoramento de reagdes quimicas por sensores
condutimetricos estéd baseada na medida da mudanga da condutividade da
soluggo pelo consumo ou produgdo de espécies ibnicas.

Reagles enziméticas que produzem ou consomem espeécies ibnicas,
causando uma mudanga na condutancia da solugéo, podem ser empregadas em
um sistema condutimétrico de determinagso.

Varios eletrodos tdm sido desenvolvidos como transdutores
condutimétricos para biossensores e podem ser combinados com uma
variedade de sistemas enzimaticos. Como exemplo, podemos citar a utilizagéc
de eletrodos cobertos com urease, acoplados a um eletrodo coberto com uma
proteina inativa, para a determinac&io da medida da decomposi¢éo de uréia 3
amdnio, bicarbonato e hidrélises de ions™.

Uma caracteristica deste método é justamente sua alta sensibilidade e
facilidade de apiicag&o. Entretanto é importante observar que os resultados das
determinagfes pelos métodos condutimétricos sdo alterados com pequenas
variagbes da temperatura. Desta forma, faz se necessario um continuo controle

da temperatura do meio.



Otganofosfbrados

lll.1 — Pesticidas — Conceito e Aplicacao.
lll.2 - Danos causados ao Homem.
lll.3 — Monitoramento de Pesticidas

Ogganofosforados.
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li. METODOS PARA A DETERMINAGAO DE
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS:

i1 PESTICIDAS - CONCEITO E APLICAGAO:

Defensivos agricolas, ou agroquimicos, possuem varias denominacgdes
particulares tais como inseticidas, fungicidas, acaricidas ou herbicidas. Tais
compostos s@&o mais conhecidos como pesticidas (da palavra inglesa
pesticides). Entretanto a palavra pest, em inglés ndo tem o mesmo significado
de peste em portugués. Peste é 0 nome de uma doenga do homem, transmitida
pela pulga do rato, também conhecida como peste buibbnica, ao passo que
pest, em inglés, significa praga. Dai também utilizar a palavra praguicida, ou
biocida (o que mata seres vivos), ou organicida (0 que mata organismos, ou
Seres vivos).

Desta forma, pesticidas, defensivos agricolas e outras denominagdes,
sd0 compostos utilizados para combater ou controlar algumas pragas. Sao
aplicados em alimentos durante o processo de producéo, estoque, transporte ou
Qenda; Alguns s&o empregados como agentes reguladores do crescimento de
plahtas, defolhantes, agentes para prevenir o amadurecimento prematuro de
frutas. Aplicagdes quimicas na plantagdo e nos produtos agricolas séo feitas
'ante‘s € depois da colheita para diminuir o processo de deterioragéo do produto
duranie o transporte e estoque. Assim, estes compostos podem causar efeitos

benéficos, evitando a deterioragdo, protegendo os produtos agricolas (nosso
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i.alimento) contra ataques de vegetais ou animais daninhos. Porém podem ser
perigosos, pois muitos sdo muito toxicos. Alguns podem causar cancer,
infertilidade, doencas neuroldgicas e imunologicas, deficiéncias respiratérias, e
até a morte, caso seja absorvido em quantidade igual ou maior do que a dose
letal’® além de alterar o equilibrio da natureza, agindo como toxicos perigosos
também a outros animais.

Compostos organociorados, tais como o diclorodifeniltricloroetano (DDT),
ndo sdo degradaveis e possuem um efeito tdo prolongado, que uma vez
ablicados as paredes internas de uma casa, matam insetos por varios meses.
Entretanto podem causar resisténcia biologica (processo de selecdo), ou seja,
na aplicagdo do inseticidas, morrem apenas os insetos sensiveis ao DDT, e
permanecem aqueles resistentes. Por razdes biol6gicas, ligadas a constituicao
de alguns insetos, estes ndo morrem quando em contato com o inseticida,
proliferando muito depois de algumas geragdes. Causam o mesmo efeito o BHC
(hexaclorocicloexano), o clordano, o aldrin, e varios outros organocloradoss‘s.

O mecanismo de acdo dos fosforados & um pouco diferente daquele dos
clorados e das piretrinas. Apresentam uma vantagem, do ponto de vista

-ambiéntal, em relacdo aos clorados: a de serem degradados muito mais
rapidamente pela natureza.

Os organofosforados podem ser divididos em dois grandes grupos: 0s
exotéfépicos, ou de contato, e os endoterapicos, também denominados
sistémicos, que s&o inseticidas que penetram nos vegetais, circulam com a

F

seiva e envenenam qualquer inseto que se alimente dessa planta. Entre os
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primeiros s&o muito conhecidos o paroxon, paration e malation; entre os
~ sistémicos estéo o schradan ou “pestox’, 0 demeton ou “sistox”, o endotion, etc.

Ha ainda uma terceira familia de inseticidas sintéticos, que é a dos
carbamatos, representados pelo isolane e pelo servin, alguns dos quais sdo
toxicos a0 homem e a outros animais superiores. Os carbamatos também sdo

compostos inibidores da colinesterase.

.2 DANOS CAUSADOS AOC HOMEM:

A acdo nociva de toxicidade dos inseticidas ocorre tanto devido aocs
organoclorados (BHC, DDT), como no caso dos organosfosforados e
carbamatos, causada por envenenamento devido a muitos acidentés.

A causa mais frequente desses envenenamentos é a aplicagdo, por
simples ‘contato, sem os necessérios cuidados. Como essas substancias
exercem poder toxico por simples contato, é necessério que a pele, os olhos e
as vias respiratérias do agricultor sejam protegidos durante a aplicacdo, através
da utilizaggo de capas plasticas, botas e luvas de borracha, capacetes e
-mascaras especiais. Em geral estas regras n3o sio obedecidas pelo homem do
campo:

Alguns inseticidas possuem efeito cumulativos no organismo,
aumentando sua concentrac&o ao longo da cadeia alimentar. Essas cadeias sdo
cadeiaé ecoldgicas, isto é, processos que ccorrem no ambiente natural dos

seres vivos.
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Assim, os inseticidas podem ter agdo cumulativa também no organismo
humano, até atingir a dose téxica. Este é o grande perigo das aplicagoes
diarias, principalmente em ambientes fechados.

Além da absorgdo direta de inseticidas pela pele ou pelas vias
respiratorias, ha também, inimeros casos de intoxicagdes por ingestdo de
alimentos contendo altas concentracdes destas substancias.

Portanto, é necessario um controle no sentido da utilizagdo destes
produtos, e uma série de medidas devem ser observadas e obedecidas, como
medidas de protegdo durante a manipulacido, aplicagdo e estoque destes

compostos, bem como a aplicagio do produto em épocas corretas.

.3 MONITORAMENTO DE PESTICIDAS:

O mecanismo de ag&o de pesticidas, sua alta toxicidade e seu amplo uso
na agricultura para proteger as colheitas de pestes, pode representar um perigo
para o equilibrio no ecossistema. Desta forma, se faz necessario um continuo e
cuidadoso monitoramento destes compostos no ambiente.

Métodos sensiveis e rapidos para a deteccdo e determinacio destas
substéﬁcias s&o muito importantes para a preservagéo do meio ambiente e para

a saude do ser humano.



(Y

i Capitufo Ii Métodos para a Determinagéo de Pesticidas OP 36
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.4 METODOS PARA A DETERMINAGAO DE PESTICIDAS
ORGANOFOSFORADOS:

A evolugio dos métodos de determinacdo de pesticidas, e
particularmente dos organofosforados, € muito importante, uma vez que a
utilizac&o de pesticidas organofosforados (OP) tem aumentado muito na dltima
década. De fato, estes compostos progressivamente tem substituido os
inseticida organoclorados (DDT, aidrin, lindane). Pesticidas organofosforados
sd0 de baixa persisténcia no ambiente, mas tém uma alta e acurada toxicidade.

A deteccéo e determinagiio quantitativa de pesticidas organofosforados
em diferentes matrizes pode ser desenvolvida por vérios métodos baseados em
muitas técnicas fisico-quimicas comumente empregadas para a identificagéo de
compostos organicos (infravermelho, ultravioleta, cromatografia gasosa,
cromatografia liquida, ou vérias combinagdes deles)” . Entretanto, a busca por
limites de detecgiio compativeis com aqueles impostos pela lei para residuos de
pesticidas no ambiente, geralmente requerem tediosos procedimentos de
extracdo e purificagdo, tornando estes métodos invidveis para analises de
rotina. .Desta forma, nenhuma destas técnicas mencionadas é efetivamente
utilizada no campo para monitorar os niveis de pesticidas.

Por outro lado, devido a sua praticidade, 'rapidez de resposta,
seletividade, e diminuicdo de custos, a utilizacdo de biossensores baseados na
ativida’de ou inibigdo da colinesterase tém sido muito empregada, tanto para a
determinacdo direta de’ enzima quanto para a determinagfo indireta de

pesticidas. Sob o ponto de vista de economia de reagente e facilidade de
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processamento, métodos enzimaticos convencionais podem ser drasticamente
melhorados utilizando procedimentos mais efetivos para imobilizagdo de
enzimas, e métodos em fluxo™.

| Para a obtengéc de métodos mais rapidos, se faz necessaria a utilizagao
de sistemas automatizados para a injegdo da amostra. Isto pode ser conseguido
utilizando um sistema de andlise por injegao em fluxo.

Entretanto, em procedimentos que utilizam imobilizagdo enzimatica
podem ocorrer sérios problemas quando a inibicéo é irreversivel, pois a enzima
perde gradualmente a atividade e se torna indtil apds poucas analises. Este
problema pode ser resolvido utilizando um reagente regenerador da atividade

enzimatica'® ou um sistema automatico de troca da coluna enzimatica'' .

.5 - METODOS ENZIMATICOS PARA A DETERMINAGAO DE
PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS:

Recentemente muita atencdo tem sido voltada para o desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos na determinagdc de pesticidas OP e compostos
inibidores da colinesterase, devido a sua sensibilidade e especificidade, além
da possibiidade do emprego de diferentes substratos para a

acetilcolinesterase.
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a) Eletrodos potenciométricos utilizados na determinacéo de
pesticidas organofosforados:

- Os transdutores potenciométricos respondem gerando um potencial na
superficie de um eletrodo devido a uma espécie produzida na reagdo entre o
analito e o material biol6gico'®® .

A enzima é imobilizada em um suporte e este é fixado na superficie do
eletrodo (transdutor). Apds conectar a enzima-eletrodo ao pHmetro, a reag&o
enzimatica pode ser monitorada. A enzima hidroliza a acetilcolina, produzindo
acido acético e colina. Pesticidas organofosforados inibem irreversivelmente a
enzima, diminuindo a atividade enzimatica, resultando em um decréscimo do
sinal potenciométrico. A detecgdo eletroquimica é estudada pela medida da
mudanga da concentragdo de acido acético formado, que é diretamente

proporcional a concentragéo de pesticida presente na amostra, de acordo com a

reacac (1) abaixo.

CH3COO(CH2)2 N *(CHa)sCI” + H:O - CHs;COOH + HO(CHz)2N *(CHs)sCl™ (1)
Cloreto de acetilcolina acido acético Cloreto de colina

Recentemente, biossensores para esteres de colina, baseados na
imobilizagdo de uma esterase apropriada e na medida da mudanga de pH (o
C|uai diminui em fungdo da formag&o de um acido organico na hidrélise do éster,
como & mostrado na reaglio (1)) utilizam eletrodo de vidro, ISFET'®52% oy

eletrodos de Oxidos tais como Pd/PdO ou irfirQ,. Trojanowicz e Hitchman®
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detérminaram pesticidas organofosforados utilizando butirilcolinesterase
imobilizada em triacetato de celulose utilizado para cobrir uma superficie de um
eletrodo metélico de 6xido de iridic™® .

De uma maneira geral, os métodos potenciométricos estudados tém
mostrado serem de facil aplicagdo. Permitem também utilizagdo de diferentes
estragégias de imobilizagdo das enzimas inibidas pelos pesticidas OP
estudados'®. Melhores limites de deteccdo foram conseguidos para paraoxon,
malation e metil-paration (107"° -10® mol.L") com eletrodo de 6xido, e para

diisopropil-fluorofosfato (1072 mol.L™") com um sensor ISFET™.

b) Biossensores Amperométricos:

Recentemente muitos métodos amperométricos tém sido desenvolvidos
para a determinagdo de pesticidas organofosforadosm.

A determinagdo amperométrica de pesticidas organofosforados tem sido
feita pela medida do peroxido de hidrogénic formado, pela medida da
concentragdo de oxigénio consumido, ou na medida direta de colina ou

tiocolina, de acordo com a reag&o (2).

' ChOD
HO(CH:)= N* (CHs):Cl" + O, —> HO.C(CHz) N* (CHs)s Ci~ + 2H,0, &
Cloreto de colina Cloreto de Perdxido
hidrobetaina de hidrogénio

gt e i
B e CE S S Ve :

|
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Quando um método amperométrico € utilizado na detec¢do de pesticidas
- OP, uma ou duas enzimas podem ser utilizadas. Se o sistema utiliza AChE e
colina oxidase, o transdutor interno pode ser um sensor de oxigénio ou de
peroxido de hidrogénio.

A formacdo de H,0, é baseada na sequéncia das reacgdes (1) e (2). A
adicdo de compostos organofosforados causa um decréscimo da atividade da
acetilcolinesterase e consequentemente um decréscimo da gquantidade de
perdxido de hidrogénio liberado. A medida da corrente devido & oxidacdo de
H,0. é proporcional & concentragdo de pesticida presente’®,

Pesticidas tais como paraoxon, paration e metil-paration também tém sido
determinados quantitativamente, utilizando acetilcolina como substrato e
butirilcolina-esterases. 0Os resultados mostram que a atividade da
acetilcolinesterase é maior que butirilcolinesterase’”.

Com o objetivo de melhorar a sensibilidade e reprodutibilidade dos
métodos, tém sido utilizado diferentes substratos para acetilcolinesterase """,
Recentemente a atividade da AChE foi determinada um utilizando método
amperométrico baseado na saponificagédo do tioéster acetiltiocolina a tiocolina e

acido acético’®, de acordo com as reagtes (3) e (4).

acetiitiocolina — tiocolina + acido acético (3
2 -tiocolina —  ditio-bis- colina + 2e 4
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Da mesma forma que os métodos potenciométricos, os amperométricos
tém mostrado, de uma maneira geral, ser de facil aplicagdo. Permitem também
a utilizacdo de diferentes estragégias de imobilizagdo das enzimas inibidas

pelos pesticidas OP estudados'®.

¢) Biossensores Condutimétricos:

Normalmente os métodos condutimétricos para a determinacdo de
pesticidas OP, dtilizam um fino filme de uma colina-esterase imobilizada na
superficie de dois eletrodos metalicos, por exemplo um de cromo e outro de
ouro. A diferenca de condutividade € medida pela formagéo de acido acético na
solucdo de acordo com a reagdo (1). A concentracdo de pesticida é
proporcional ao decréscimo da concentragdo acido acético formado, apos a
inibicdo da enzima pelo organofosforado, e diretamente proporcional a mudanca
de condutividade da solugéo.

Alguns métodos propostos tém mostrado bom limite de detecgéo (cerca
de 10x107 mol.L” para o paraoxon)®, além da facilidade de aplicagdo, baixo

custo, e possibilidade de diferentes estratégias de imobiliza(;éow%.

d) Biossensores Opticos:

Muitos métodos colorimétricos, espectrofotométricos, fluorimétricos
frequentemente utilizam a acetilcolina ou acetiltiocolina como substrato. O acido

acético é produzido pela reagdo enzimatica, e é determinado quantitativamente
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na presenga de um indicador acido-base, pela mudanca de cor do indicador em
fungio da mudanga do pH'’. Outros utilizam um substrato sintético, que reage
com a colinesterase produzindo produtos coloridos, medindo-se a absorgéo do
sistema em um determinado comprimento de onda™*>.

O emprego de fibra-dptica para determinagdo de inibidores da
colinesterase torna possivel o desenvolvimento de medidas em longas
distancias e em lugares inacessiveis. Geralmente incluem um LED como uma

fonte de luz e um fotodiodo como detector™ .
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IV. PARTE EXPERIMENTAL :

V.1 EQUIPAMENTOS:

+ Bomba Peristaitica; Ismatec MP13 GJ4
¢ Registrador; Cole Parmer
¢ Condutivimetro; Micronal; modelc B331

o Espectrofotdmetro; Carl Zeiss; modelo PM2D
¢ Membrana de PTF Ew

e Celade perr*neac;é-io99
¢ Tubos de Tygon; 2mm. de diametro interno (d.i.)

+ Tubocs de Pcolietileno
100
* (Cela de condutividade

. . 101
» Valvula introdutora de amostra

iV.2 REAGENTES:

¢ Acetilcolinesterase; Sigma (E.C.3.1.1.7); tipo VI-S; n2 C-3389; lote 49F-

80801.

- 0
¢ Cloreto de Acetilcolina; Sigma; n~ A 6625; lote 114F-0349

» Paraoxon; Sigma; 95%: n2 D-9286: lot 65H1227



¥
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e 1,1 - trimetilena - bis ( bometo de formilpiridina ) dioxima ; Sigma, n2

T-6509, lot 102H5024

« 3 - aminopropiltrietoxisilano, 98%; Aldrich; n2 919-30-2

e Acido Suifurico; Merk, P.A.

« Acido Fosférico; Merk, P.A.

¢ Acido Nitrico; Chenco, grau analitico

o Acido Acético; Ecibra, grau analitico

¢ P-aminopropiltrietoxisilano; Aldrich
.« Solucao de Glutaraldeido, Aldrich, 15%

» Purpura de bromocresolm103 :

. Fosfato de potassic monobasico; Nuclear, grau analitico
_» Fosfato de sddic dibasico; Nuclear, grau analitico

e CPG - 240, 80 -120 mesh, porosidade 22,6 nm, Sigma Chemical.

+ Silica Gel modificada, 70 - 220 mesh, Sigma Chemical.

V2.1 Preparagio da Solugio Tampdo Fosfato 0,1mol.L™ :

Preparou-se uma solugdo de fosfato de potassio monobasico
dissolvendo-se 7,8 g em agua deionizada previamente fervida e esfriada,
completando-se 0 volume para 500 mL em um baldo volumétrico. Outra
solug:z?;o de fosfato de sodio dibasico foi preparada a partir da dissolugdo de

0,91 g do sal em &gua, completando-se o volume para 500 mL em um baléo
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© volumetrico. As duas solugdes foram misturadas e o pH da solugdo final foi
corrigido para 8,00 (pHmetro — eletrodo de vidro conjugado) utilizando

‘solugéo de hidroxido de sddio, gota a gota.

IV.2.2 Preparacdo das SolucOes de Acetiicolina:

Foi preparada uma solugdo estoque 1,0x10° molL' de cloreto de
acetilcolina, dissolvendo-se 0,082g do sal em tampao fosfato 0,1 mol.L” de
pH = 7,0. As solugdes de acetilcolina de outras concentragbes foram obtidas a
partir da diluicdo desta solug@o, sempre com solugdo tampdo. Devido a
hidrdlise da acetiicolina uma nova solugdo era preparada a cada novo dia de

trabalho.

iV.2.3 Preparacao das Solugdes de Paraoxon:

Foi utilizado Paraoxon (95% de pureza) para preparar uma solugéo

o5
estoque 6,0x10° mol.L" em acetona . As solugbes padrdes foram preparadas
pela diluicdo em tampéo fosfato. Uma nova solugdo estoque era preparada a

cada série de medidas.

IV.2.4 Preparagio das Solugbes de TMB-4:

As solugbes de TMB-4 utilizadas foram preparadas a partir de uma

solugéo estoque 5.0 x 10° mol.L" em acetona. As solugbes padrdes foram
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preparadas pela diluigho em tampao fosfato 0,1 mol.L" de pH = 7,0. Uma

nova solugéo estoque era preparada a cada série de medidas.

IV.2.5 Preparagao da Solucio de Piurpura de Bromocresol:

Solugsio de purpura de bromocresol  (PBC) 1,0x10% molL” foi
preparada pela dissolucdo de 0,27 g de PBC em etanol, e o volume
completado para 500 mL com agua. 50 mi. desta solug&o foi diluida com agua
para 500 mL para obter a solugéo de trabalho. O pH foi ajustado para 7,0 pela
adicdo de solucdo de NaOH diluido, gota a gota. Para evitar a absorcdo de
CO; do ar, a solugdo de PBC foi colocada em um frasco protegido por um
tubo contendo CaCl; - NaOH - CaCl, de modo que o ar ingressante estivesse

isento deste gas (Figura IV.1) .

—: ;ﬁ l:; ol
A

|
Hl

Figura IV.1 — sistema reservatorio de solugdo de purpura de bromocresol {PBC).
A: CaCh solido; B: NaOH em partithas; | : entrada de ar; ii: fiuxo de solugde de PBC
para o sistema FIA.
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IV.3 IMOBILIZACAO DA ENZIMA:

Foram feitos estudos com dois metodos diferentes de imobilizacéo da

. . . . : . . 9%
enzima ChE. O primeiro método consiste em imobilizar a enzima em CPG e

foi aquele adotado em nosso trabatho. Um método comparativo foi feito com

i . e 104
imobilizac&o da enzima em silica gel .

iv.3.1 Imobilizagdo da Enzima em CPG:

a) Limpeza do CPG:

Pesou-se cerca de 0,2 gde CPG que foram, em seguida, adicionadas
em uma solugdo de 10 mL de acido nitrico 5%. A mistura foi levada a fervura

durante 30 minutos. Posteriormente o glass beads foi filtrado em um filtro de

porcelana porosa, lavado com agua deionizada e seco em estufa a 95 OC.

b) Alquilacdo do CPG via silanizagio:
Para a silanizag&io do CPG foi preparada uma solugéo de 1.0mL de 3-

aminopropiltrietoxisiiano e 9,0mL de agua, com o pH ajustado para 3,45 comn

&cido cloridrico 5,0_mo!.L". O “CPG” seco foram adicionados a esta solugéo, o
pH foi reajustado para 3,45 e a mistura foi levada a 75 OC em banho de agua

por 150 minutos, com agitacao a cada 15 minutos. O “CPG” silanizados foram

filtrados, lavados e secos.
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i

g -OH cgﬂso\
£ -OH + CHO — Si—NH,—>
-OH C:HO

_0\
-0 7 Si—NH, +3 CH0H

s

-0

i

N
(]

c) Acoplamento com glutaraldeido:

O agente ligante (solugdo de glutaraldeido 2,5%) foi preparado
pela adicdo de 2,5mL de solugdo de glutaraldeido (50%) em um baldo
volumétrico de 50 mL. O volume foi completado com solugdo tampéo fosfato
0,1 mol.L™, pH 7.0. A solugéo obtida foi adicionada ao CPG em um becker de
50 mL e a reag&o foi continuada sob agitacdo e em temperatura ambiente por
30 minutos. O “CPG” ativadoS foram filtrados e lavados varias vezes com

agua destilada.

CH,
| Afivago
NH; + (CHy)s ——o N=CH — (CH,)s — CHO

l

CHO
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d} Imobiliza¢3o da enzima nos CPG:
A acetilcolinesterase (1,0 mg - 1000 V) foi dissolvida em 1,0 mL de
tampéo fosfato (0,1 mol.L”, pH 8,00) frio (49C) e adicionada aos “CPG”. A

solucdo foi deixada em repouso por 2,5 h a 4°C. A enzima imobilizada foi
lavada primeiramente com tampdo fosfato e posteriormente com agua

deionizada. A enzima imobilizada foi estocada em tampéo fosfato em uma

geladeira a 4°C para uso posterior.

acopiamento
N=CH— (CH:2)s — CHO +NH, —Enzima .

N:CH*(CH2)3—~CH:N-—EnZim + H0

IV.3.2 Imobilizacdo da Enzima em silica gel modificada:

A preparacdo da silica gel modificada (limpeza, alquilagio,
acoplamento do giutaraldeido) foi feito como descrito por Kubota ',

A imobilizacdo da acetilcolinesterase em silica gel modificada foi
efetuada_utilizando O mesmo procedimento anteriormente descrito para a
imobilizaééo em "CPG” (1,0 mg -1000 U da enzima e 0,2 g de silica gel

modificada).
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IV.4 CONSTRUGAO DA COLUNA ENZIMATICA:

A enzima imobilizada em CPG foi colocada em uma coiuna de

polietileno (10,0 mm d.e. x 3,0mm d.i.) até 3,0 cm de comprimento. A coluna

enzimatica foi estocada em geladeira a 4°C imersa em tamp&o fosfato.
A enzima imobilizada em silica gel modificada também foi colocada em
uma coluna de polietileno de mesmo didmetro (10,0 mm d.e. x 3,0mm d.i.) e

comprimento (3,0cm). Da mesma forma, a coluna enzimatica foi estocada em

geladeira a 49C, imersa em tamp3o fosfato, para preservacdo da atividade

da enzima.

V.5 SISTEMA FIA UTILIZADO:

IV.5.1 Determinagdo de Acetilcolina pelo Método
Condutimétrico:

O método se baseia na medida da concentragdo do éacido acético
formado pela passagem de solugdo de acetilcolina através de um reator
contendo colinesterase imobilizada em “glass beads’. O acido aceético
formado, como produto da reagdo enzimatica, € conduzido por um tamp&o
fosfato 0,1mol.L™* (pH=8,00) e permeado através de uma membrana de PTFE
para um fluxo de agua deionizada. A medida de condutividade ¢ feita em uma
cela de condutancia'® acoplada a um condutivimetro. Os resuitados foram

registrados num registrador potenciométrico. A relag@o entre a condutividade
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e a concentragdo do acido acético formado é linearmente proporcional a

- . . . 102
concentracdo de acetilcolina presente na amostra, na faixa estudada .

Um diagrama esquematico para a determinacdo de acetilcolina é
representado na Figura IV.2. A amostra de acetilcolina é injetada (A),
transportado peloc tampéo fosfato (A,) e passa através de um reator
enzimatico (RE). A acetilcolina reage com a colinesterase imobilizada no

reator, formando acido acético em meio tampé&o fosfato. Posteriormente a

solugéo € misturada com acido sulfurico (A,) e, entdo, o acido acético difunde

através de uma membrana de PTFE sendo conduzido por um fluxo de agua

deionizada (A,) para uma cela condutimétrica (C).

mL min™* ‘r R
. 119 —- " - B
(gua) A 3 C
3 119 \ M 1
(hcido) Ap —> | | 'J_:L_IJ l
148 —
(tampio) Ay —> E’ t Lﬁ.{ :
e FOREE -
Y A v v

Figura IV.2 - A, , fluxo de tampdo fosfato 0,1 mol.L™" ; A, , solugio de acido sulfarico
2,0 molLl’ ; As , agua deionizada; B, banho de agua;, P, bomba peristaltica,
A, amostra; ER, reator enzimatico; M, cela de difusdo; V, valwia introdutora de

amostra; C, cela de condutimétrica; R, registrador.



Capitulo iV Parte Experimental 52

Uma coluna de resina idnica trocadora pode ser inserida ao sistema

em (A,) que conduz a 4gua deionizada, com a finalidade de eliminacdo de

espécies idnicas absorvidas durante o tempo de exposicdo da 3agua

deionizada ao ar. O volume de amostra introduzido foi fixado em 100 ul.

. . 98.105,108 . )
A cela de difuséo utilizada emprega uma fita de PTFE

comercial como membrana.

Foi utilizada uma cela condutimétrica similar & descrita por Tubino100
de volume cerca de 42ml e constante de 20 a 25 cm™. A valvula de injecac

de amostra, construida em laboratério, foi descrita previamente por Tubino e

103
Barros .

IV.5.2 Determinagéo de Paraoxon pelo Método Condutimétrico:

O método utiliza 0 mesmo sistema FIA do método anterior, onde ©
acido acético formado pelo produto da reacdo enzimatica é monitorado por
condutimetria. Porém, na presenga de pesticida, a enzima ¢ inibida e desta

forma ocorre um decréscimo do produto da reagéo enzimética. Posteriormente

a enzima inibida é reativada com TMB-49'1°.

Para a andlise de uma determinada concentragdo de pesticida,
primeiramente injeta-se uma solugdo de acetilcolina de concentragao

conhecida, a qual passa pela coluna enziméatica, onde é gerado o &cido
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‘acético que é monitorado por condutimetria. Posteriormente, uma solugéo
padrdo de paraoxon, também de concentragdo conhecida € injetada, passa
pelo reator enziméatico e a enzima € inibida. Novamente nova solugéo de
acetilcolina é injetada gerando uma quantidade menor de acido acético em
relagdo a anterior; pois parte enzima ndo se encontra mais livre para reagir
com a solucdo, e um sinal menor € monitorado. A diferenca de sinal antes e
depois da inibicao enzimatica é diretamente proporcional & concentragao do
pesticida. A reativagcdo da enzima é conseguida pela injecdo da solugdo de

TMB-4. Desta forma o sistema esta pronto para uma nova andlise.

IV.5.3 Determinagdo de Acetilcolina pelo Método
Espectrofotométrico:

A determinacéo de acetilcolina pelo método espectrofotométrico utiliza
o mesmo sistema FIA empregado no método anterior por condutimetria.
Entretanto, foi efetuada uma modificacdo do sistema condutimétrico para o
sistema espectrofotométrico onde o fluxo de agua deionizada & substituido
por um indicador acido-base (PBC).

Neste método a determinagéo de acetilcolina também baseou-se na
formacao de Acido acético gerado pela reagdo da mesma com a enzima
acetilcolinesterase. O acido acético permeado pela membrana de PTFE €
detectado pela mudanga de coloragéo do indicador acido base (PBC), a qual

& monitorada por um espectrofotdmetro. Este indicador apresenta uma
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coloragdo purpura em pH acima de 7,0, e amarela em meio acido. Um

diagrama esquematico para determinagdo de acetilcolina é representado na

Figura IV.3.
.}
mL.min
119
B0 A, —
119
(ackio) A —
3 . e =
(tampic) Ay — E| t
—— + LU
W] A Y

W
Figura IV.3. A, fluxo de tampéo fosfato 0,1 mol.L™; A, , solucdo de acido sulfurico
amostra; A;, solugcdo de purpura de bromo cresol pH=7,0; A, amostra;
ER, reator enzimatico; M, cela de difusdo; V, valvula introdutora de amostra:
E, espectrofotdmetro; R, registrador. (comprimento de onda = 400nm)

Semelhante ao sistema anterior, a amostra de acetilcolina (A) combina

com tamp&o fosfato (A1) e passa através de um reator enzimatico (RE). Apos

passar no reator enzimatico, a solugdo combina com Aacido sulfarico (A;) e
passa por uma cela de difus&o; entdo o acido acético formado difunde através

de uma membrana de PTFE e € conduzido por um fluxo do indicador PBC (A,)

para um espectrofotdmetro (E) acoplada a um registrador potenciométrico(R)

onde o'sinal é registrado.
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IV.5.4 Determinacdo de Pesticida pelo Método
Espectrofotometrico:

O sistema FIA para determinagdo de pesticidas pelo método
espectrofotométrico foi o mesmo utilizado para a determinacdo de
acetilcolina, onde o acido aéético formado pelo produto da reagdo enzimatica
é monitorado espectrofotometricamente. Novamente, na presenca de
pesticida, a enzima € inibida e desta forma ocorre um decréscimo do produto
da reacdo enzimatica. Posteriormente a enzima inibida irreversivelmente é

reativada com TMB-4, e a mesma coluna enzimatica pode ser reutilizada.
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V. DETERMINAGAQ DE ACETILCOLINA POR
CONDUTIMETRIA

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O método de determinagéo de acetiicolina é baseado na reagéo da
mesma com a enzima acetilcolinesterase imobilizada em "glass beads”, em meio
tampéo fosfato (pH = 8,0), com formagdo de &cido acético. A solugdo &
acidificada com H,SO, diluido (0,1 mol.L"). O &cido acético posteriormente é
permeado através de uma membrana de PTFE, recebido por um fluxo de agua
deionizada, e determinado condutimetricamente.

O mecanismo catalitico da colinesterase que ja foi apresentado
anteriormente (capitulo | ), deve ser processado em meio tamponado (pH = 8,0),
pois é o pH em gue a enzima possui sua maior atividade. Entretanto, &
necessario diminuir o pH do meio contendo o produto da reagéo, para permitir
que todo 4cido acético formado esteja na forma néo ionizada e n&o na forma de
acetato. Neste caso, a confluéncia que mistura o tampéo fosfato contendo o
acido acético formado com o acido sulfurico, é colocada apdés a coluna
enzimatica, de forma que o acido ndo passe pelo reator, pois causaria a
‘imediata denaturagéo da enzima.

Um fiagrama representativo da determinagdo de acstilcolina pelo método
FIA descrito € apresentado na Figura V.1. A curva foi obtida com medidas em

triplicata de padrdes de acetilcolina na faixa de 105 a 103 mol.L-.
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10min,
——t
.08
EPSI 1 Dcm
1
0.06

0.04

Figura.V.1 - Curva de calibragio de injegdo em fluxo para acetilcolina. Da esquerda
para a direita esquerda: sinais em friplicata de padrdes de acetilcotina (0,01; 0,02,
0,04: 0,06: 0,08 0,1 mmol.L-1) e os menos padrBes na ordem reversa. Alca de
amostragem de polietileno com volume de 100 ul (1,0mm d.i.).
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V.1 PRECISAO DO METODO:

A Figura V.2 mostra uma curva de calibragdo incluindo pontos cobrindo a
concentracéo na faixa de 10 a 10 mol.L-! de acetilcolina. Para a construgéo

da curva de calibragéo foram utilizados triplicatas de padrées de acetilcolina de

concentragdes 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,20; 0,40: 0,80; 1,00 mmoI.L-1.

150 |-

0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentragdo/(mmol.L™)

Figura V.2 - Curva de calibragiio para determinagdo de acetilcolina, cobrindo a
concentragdo na faixa de 10° a 10° mol.L™.
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A curva de calibragio obedece a seguinte equacgéo: h = 1,9696x10° C +
0,707 e apresenta coeficiente de correlagdo de 0,9998. Nesta equagéo, h é a
altura de pico em centimetros e C é a concentragéo da acetilcolina em mol.L™.
O método apresenta desvio padréo relativo de 1,8% para solugbes de
acetiicolina 1x103 mol.L™ (n=14). Os resuttados obtidos pela da curva de

calibragdo presentam uma precisdo satisfatoria nestas faixas de concentragao.

V.2 EXATIDAO DO METODO:

A aplicagdo do método em amostras reais foi testada utilizando o método
da adigdo de padrdo. Utilizou-se um preparado oftalmico farmacéutico comercial
(solugdo estogue) usado em operagdes cirdrgicas dos olhos, contendo 28,6%
de acetilcolina liofilizada e 71,4% de manitol (1,0 mol.L"). As solugdes padréo
de acetilcolina foram preparadas diariamente a partir da diluigdo da solucéo
estoque, em tampéao fosfato.

Os resultados obtidos, apresentados na Tabela V.1, mostram uma boa
exatiddo do método com erro maximo de 7,8%. Todas as medidas foram feitas
em triplicata € a média de cada valor obtido foi registrado na tabela. A
estimativa do desvio padrdo médio, nos valores das alturas, é de +0,08, e o
desvio padrao relativo (n=3) foi de 2,1% para uma concentragdo de 9,0 x 106

mol.L"! de acetilcolina adicionada.
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TABELA V.1

Teste de Recuperacdo, pelo Método da Adigcdc de Padrao na Determinagéo de

Acetilcolina em Formulagdo Oftalmica.

Concentragido da | Concentragéo da Total de acetilcolina % de
solugiio de solucéo de acetilcolina encontrada na | Recuperagao
acetilcolina acetilcolina encontrada amosftra

preparada/{mol.L") adicionada H{mol.L'") H{mol.L'!)
Hmol.L")
1,87 x 105 90x10% 2,84 x10° 1,94x105 104,0
4,34 x 105 1,80 x 105 6,14 x 105 4, 34x105 100,0
7,14 x 105 360x10%5 10,80 x 10° 7,18x10° 100,6

V.3 DURABILIDADE DA COLUNA:

Uma coluna enzimatica pode ser utilizada durante 4 meses sem perder a

atividade {aproximadamente 100 vezes), desde que devidamente estocada em
geladeira e em tampéo fosfato. Apés este tempo verificou-se que a atividade da
enzima decresce lentamente com o uso. O método proposto apresenta a
vantagem_ de que apenas uma pequena quantidade de enzima é necessaria

para a imobilizagio.
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V.4 EFEITO DA VARIAGCAO DE CONDICOES DO SISTEMA FIA:

V.4.1 Variagdo da concentracdo do acido sulfurico:

Realizou-se as medidas em quadruplicata para cada concentragdo de
acetilcolina 1x10° mol.L" e acido sulfdrico nas concentragdes 0,1; 0,5; 1.0; 2.0
mol.L". A Tabela V.2 mostra a média aritmética dos valores obtidos para as
diferentes concentragées de acido. Observou-se que a concentragido de
1,0 molL" de 4acido sulfarico fornece resultados bons, com altura de pico
satisfatoria e boa precisdo das medidas, com desvio padrdo médio igual a

aproximadamente de + 0,01.

TABELA V.2 - Determinagdo da concentragao de acetilcolina em fungdo da
variacao da concentracio do acido sulfiirico.

Concentragéo do Acido Sulfurico *Altura do Pico
{mol.L") (cm)
0.1 7,40 + 0,01
0,5 13,90 £ 0,01
1,0 14,33 £ 0,01
20 14,13 + 0,01

* média de 4 determinagdes.
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V.4.2 Variagdo da Vazdo:

Foi feito o estudo da variacdo da vazao da seguinte forma: adotou-se
LUma concentragéo de acetilcolina ( 1 X 10 mol.L™ ), e manteve-se as mesmas
condigdes para todas as medidas, com excegcdo obviamente da vazado
(Tabela V.3). Observou-se que a altura do pico varia sensivelmente quando se
compara os resultados obtidos para vazdo de 1,19 mL.min”" com as vazdes
maiores. VazGes grandes n&o permitem uma hidrdlise completa da acetilcolina,
uma vez que o tempo de contato entre a enzima e o substrato & um fator
importante para que ocorra a reagdo. Outro fator é que fluxos grandes ndo
permitem que todo acido acético formado permeie pela membrana.

A estimativa do desvio padrdo médio, nos valores das alturas, é de +

0,06. Foram feitas quatro medidas para cada vazao diferente.

TABELA V.3

Determinacéo da concentragdo de acetilcolina em fungio da vazio.,

Vazio Altura do pico
( ml.min™) (cm)
1,19 14,50
1,70 6,75
2,19 4,90
2,79 4,70
3,39 4,65

* média de 4 determinagSes
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V.5 TAXA DE AMOSTRAGEM DO METODO:

O método possui uma taxa de amostragem de cerca de 20 determinacdo

por hora.

V.6 COMPARACAO ENTRE DOIS METODOS DE IMOBILIZACAO:

Foram feitos estudos comparativos com os dois tipos diferentes de
imobilizag&o. Primeiramente a enzima foi imobilizada em “CPG” (método
adotado) e para efeito de comparag@o a enzima foi imobilizada em silica gel

modificada.

Para este tépico, utilizou-se o mesmo sistema FIA usado anteriormente,
com a diferenca que o reator enzimatico foi substituido por outro onde a
colinesterase permaneceu imobilizada em silica gel e ndo em “CPG”. As
solugdes de acetilcolina estudadas neste sistema também apresentou a mesma
faixa de concentracdo estudada no item anterior. De acordo com os resultados
obtidos, verificou-se que a imobilizagdo em silica gel modificada também

apresentou resultados favoraveis.

V.6.1 Tempo de Vida do Reator Enzimatico:

A mesma coluna enziméatica pode ser utilizada cerca de 60 vezes, desde
que devidamente estocada apés o uso em tampéo fosfato e em geladeira a 4°C.
Embora esta durabilidade seja razoavel, comparando os dois métodos de

imobilizagéo (“CPG" e silica gel), conclui-se que o tempo de vida do reator
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enzimatico com imobilizagdo em silica gel é quase 2 vezes menor que o tempo

de vida do reator enzimatico com imobilizagdo em “CPG".

V.6.2 Sensibilidade e Reprodutibilidade Do Método:

O método apresenta uma faixa linear de concentracéo entre 1,0x104 a

1,0x10% mol.L-! de acetilcolina (Figura V.3).

20min.
|

II‘.(} M

Figura V.3 - a) Curva de calibragdo de injecdo em fluxo para acetilcolina utilizando
imobilizagdo em silica gel modificada. Da esquerda para a direita: sinais em triplicata
de padrbes de acetilcolina (0,2; 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 mmol.L") e os mesmos padrbes na
ordem reversa. Alca de amostragem de polietileno com volume de 100uL.




Capitulo V Determinacéo condutimétrica de Acetilcolina 65

A Figura V.3 mostra um fiagrama (concentragdo ( mmol.L" ) x altura de
pico(cm)) cobrindc esta faixa de concentragéo de solugSes de acetiicolina. Para
a construgdo da curva de calibragdo foram feitas triplicatas de padrdes de
acetilcolina de concentragdes: 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 mmol.L-*.

A Figura V.4 mostra uma curva de calibragdo (concentracdo ( mmol.L-1) x
altura de pico(cm)), que é uma representagdo grafica do resultado obtido pela

Figura V.3.

hi{cm)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 -
Concentragdo/(mmol.L™")

Figura V.4 - Curva de calibrago para determinaglo de acetilcolina (imobilizagsio da
enzima ?m silica ge! modificada). Altura do pico em centimetros e a concentracéao em
mmol L™,
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A Figura V.4 obedece a seguinte equacdo: h = 1,355 - 0.01C com
coeficiente de correlacéo de 0,9998 (n=3). Nesta equagéo, a altura do pico {h)
esta representada em centimetros e a concentragdo em mmol.L-".

O método apresenta desvio padrio relativo de 4,0% para uma solugao
1,0x103 mol.L-1 de acetilcolina (n=14).

Comparando as curvas de calibragio da pagina 58 e esta (pag. 65),
observa-se que apesar de apresentarem uma faixa de linearidade semelhante, a
perda de sensibilidade usando a silica gel é bastante acentuada.

Como as colunas foram preparadas de modo semelhante, esta perda de
sensibilidade poderia ser explicada pela influéncia do processo de preparacgio

da coluna de silica gel modificada.

V.6.3 Taxa de amostragem do Método:

O método apresenta uma taxa de amostragem do método de
aproximadamente 20 determinag¢des por hora. Comparando com o método
anterior, verifica-se 0 mesmo tempo de andlise, o que é facilmente justificado,
uma vez que o sistema FIA utilizado é o mesmo, embora o reator enzimatico
possui algumas caracteristicas diferentes. Entretanto procurou-se tomar o
cuidado de construir reatores de mesmo volume (comprimento e largura iguais),
sendq-o tamanho do “CPG” préximo ao tamanho das particulas de silica gel

utilizada.
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Vi. DETERMINAGCAO DE ACETILCOLINA PELO METODO
ESPECTOFOTOMETRICO

Neste método a determinagdo de acetilcolina também baseou-se na
formagéio de 4cido acético pela reagdo da acetilcolina com a enzima
acetilcolinesterase. A formagao deste acido é monitorada, ap6s permeacdo por
membrana, onde é recebido por um fluxo de purpura de bromocresol (PBC) e é
quantificado espectrofotometricamente (540 nm} pela mudanga de cor do
indicador acido-base (de violeta para amarelo), o qual, possui uma faixa de
viragem em pH proximo de 7.0.

Verificou-se que a concentragiio de acetilcolina é proporcional a
concentragao do acido acético formado, que por sua vez é proporcional & altura

de pico (cm) registrada.

VI.1 PRECISAO DO METODO:

Um fiagrama representativo da determinacéo de acetilcolina pelo método
FIA com determinagio espectrofotométrica é apresentado na Figura VI.1. As
determinagbes foram obtidas com medidas em triplicata de padrdes de
acetilcolina na faixa de 1,0x10™ a 5,0 x 10° mol.L" . A curva de calibragsio
(F%guré VL.2) obedece a seguinte equagdo: h = 0,17294 C + 0,32547 e
apresenta coeficiente de correlagso de 0,9998. Nesta equacao, h representa a

altura de pico em centimetros e C a concentracéio da acetilcolina em mol.L™.
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10 min.
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Figura V1.1- Fiagrama de caiibra¢ao de inje¢éio em fluxo para acetilcolina. Da esquerda
para a direita: sinais em friplicata de padrbes de acetilcolina ( 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0
mmol.L™} e os padrées na ordem reversa.

A precisdo do método foi estuda em uma faixa de concentracdo de
1,0x10* mol.L™ a 5,0x10°. Os resuitados obtidos mostram que o método possui
boa precisdo nesta faixa de concentrag&o. Entretanto para concentragGes
superiores, 0 método apresenta desvio de linearidade, devido a saturagdo da

coluna enzimatica.
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V1.2 EXATIDAO DO METODO:
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Figura V1.2 - Curva de calibragdo para determinagdo de acetfilcolina. h = altura do
pico{cm); Concentragio de acetilcolina (mmol.L"™"). Alca de amostragem de polietileno
com volume de 100 uL (1,0mm d.i).

Aplicagdo do método em amostras reais também foi verificada por teste
de recuperag&o utilizando o método da adicdo de padrdo. Semelhante ao
método condutimétrico, utilizou-se uma férmulagdo oftalmica farmacéutica
comercial, usada em operagdes cirdrgicas dos olhos, contendo 30,2% de
acetilcolina liofilizada e 69,8% de manitol.

Os resultados obtidos, apresentados na Tabela V1.1, mostram uma boa
concordancia com os valores declarados pelo fabricante, com erro maximo

de 6,2%.
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TABELA V1.1 - Teste de recuperagio, pelo método de adigdo padriao
na determinacgio de acetifcolina:

Concentragio da | Concentragdo da Total de acetilcolina % de
solugdo de solugdo de acetilcolina encontrada na Recuperacio
acetilcolina acetilcolina encontrada amostra

preparada (mol.L"} | preparada (mol.L™) (mol.L) {mol.L™")
1,0x 107 9,0x 10 2,02 x 107 1,12 x 10° 1086,2
1,0x 107 1,80x 10> 270x10° 9,0x 10 103,6
1,0x10° 2,70x10° 3,62 x 107 9,2 x10* 102,7
1,0x 10° 3,60x10° 4,33x 10° 9,5x 10 105,8

Comparando o método espectrofotométrico de determinacdo da

acetilcolina com o método condutimétrico, verifica-se que © método

espectrofotométrico mostrou ser menos sensivel que o condutimétrico.

Entretanto ambos os métodos possuem preciséo e exatidao adequadas.

V.3 EFEITO DA VARIACAO DE CONDICOES DO SISTEMA FIA:

VI.3.1 Variacdo da concentracdo do 4cido sulfurico:

Realizou-se as medidas em quadruplicata para a concentragdo de

acetilcolina 5,0x10”° mol.L™ e &cido sulfdrico nas concentragdes 0,1:0,5; 1,0 ;2,0

mol.L". A Tabela VI.2 mostra a média aritmética dos valores obtidos das alturas

dos picos para as diferentes concentragbes de acido. Todas as medidas foram

feitas em quadruplicata.
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TABELA VI.2
Determinagéo da Concentracdo de Acetilcolina em Fungao da Variagao da
Concentragio do Acido Sulfirico.

Conc. do Acido Sulfurico/(mol.L") *Altura do Pico/(cm)
0,1 4,30 +0,02
0,5 7,50+0,02
1,0 8,00 £ 0,08
2,0 7,80 +0,02

“média de 4 determinagfes.

Os dados obtidos na Figura V1.2 sdo apresentados na Tabela VI.2.
Observa-se que altura do pico aumenta com o aumento da concentragéo de
acido sulfurico & uma determinada concentracdo de acetilcolina. A solug&o do

substrato utilizada foi de 5,0x10° mol.L™.
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Figura V1.2 - Efeito da concentragdo do &cido sulfirico na altura de pico. h = altura do
pico(cm); Concentragio do acido sulfurico (mol.L™"), Concentragio de acetiicolina

1x10”® mol.L"!. Aiga de amostragem de polietileno com volume de 100gL (1,0mm d.i).

V1.3.2 Variagdo da Vazao:

Foi feito o estudo da variagdo da vazédo da seguinte forma: utilizou-se
uma solugéo de acetilcolina 1x10° mol.L™', e manteve-se as mesmas condigbes
para todas as medidas da Tabela VI.3.

_Foram feitas quatro medidas para cada vazdo diferente. Adotou-se a
vazéo. de 1,19ml.l__'1 por mostrar maior sinal e por permitir uma freqténcia

analitica adequada.
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TABELA V1.3
Determinag&o da concentragdo de acetilcolina em fungao da vazéo.

Velocidade de Fluxo: {FR): Fras = Fraz = Fra; = 1,19 mL.min".

Vazio (mL.min") *Altura do pico (cm)
1,19 8,50 + 0,22
1,70 4,00 £ 0,05
2,19 2,90+0,11
2,79 2,70+ 0,06
3,39 2,00 + 0,05

‘média de 4 determinagbes

Observou-se que a a!tufa do pico varia sensivelmente quando se
comparam os resultados obtidos para vazio de 1,19 mL.min"' com vazées mais
répidas. Vazdes muito rapidas ndo permitem uma hidrélise completa da
acetilcolina, e possuem menor tempo de permeac&o do acido acético, assim o
sinal diminui a medida que aumenta o fluxc.

A representacio grafica dos dados obtidos, na Tabela V1.3, da altura de
pico {hicm) versus a velocidade de fluxo (mL.min"), sdo mostrados na
F-:igura V.3, e pode ser representada pela seguinte equacgdo: h = 2,266 +
5,14eM-( F -1,269)/ 0,416) e desvio padréo de +0,2.

Os dados obtidos mostram que ocorre uma diminuicdo da altura do pico,

com 0 aumento da vazdo. Isto pode ser explicado por dois fatores. Da mesma
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forma que no método anterior, um aumento na velocidade de fluxo, diminui o
tempo de contato entre o substrato e a enzima e portanto diminui a quantidade
do produto de reagdo, que € o acido acético. Outro fator é devido ao tempo de
permeagdo. Em tempos menores espera-se que menos acido acético permeie

através da membrana.

10

24 =

1,0 ' 15 ' 2:0 . £5 ‘ 3:0 ) 335
Fluxo / (mLmin)

Figura V.3 - Efeito da variagéo do fluxo na altura de pico. h = altura do pico(cm); Fluxo
(mL.min™"). Alga de amostragem de polietileno com volume de 100uL (1,0mm d.i.).

Vi.4 TEMPO DE ANALISE DO METODO:

O metodo possui uma taxa de amostragem de cerca de 20 anélises por
hora. A durabilidade da enzima corresponde a aproximadamente 4100

determinagdes.
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vi. DETERMINAGAO DE PESTICIDAS PELO METODO
CONDUTIMETRICO:

O sistema FIA para a determinagdo de paraoxon € ¢ mesmo utilizado
para determinagéo de acetilcoiina. O método é baseado na geracdo de acido
acetico pela reagéo da acetilcolina com a enzima acetilcolinesterase. A inibicéo
da acetiicolinesterase imobilizada ocorre pela introdug&o de uma concentracdo
conhecida de solugdo de paraoxon. A reagio do pesticida com a enzima causa
um decrescimo da atividade enziméatica, determinada pelo decréscimo da altura
de pico com uma nova inje¢io da solugdo de acetilcolina, em funcgdo direta de
um decréscimo da quantidade de &4cido acético formado pela reacdo da
acetilcolinesterase imobilizada com nova solugdo de acetilcolina. A diferenga
entre a altura de pico antes e depois da inibicAo enzimatica por paraoxon para
uma determinada concentragdo de acetilcolina, pode ser utilizada para
determinac&o quantitativa de paraoxon.

Para reutilizaggo da coluna enzimatica para a proxima determinacéo
quantitativa de paraoxon, a enzima inibida & reativada com solugdo de
™B<4™ "

A reativagdo da acetilcolinesterase com solugio de TMB-4 (5,0x10°
moI.L"‘) € rapida e completa dentro das condigcdes experimentais usadas.
Entretanto para concentragdes de paraoxon maiores do que 1x10° mol.L", &

necessario utilizar solugdes mais concentradas de TMB-4.
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A Figura V1.1 mostra um fiagrama da inibigio enzimatica do paraoxon e

a regeneragdo da atividade enzimatica.
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Figura VI.1 - Efeitc da inibigho da acetilcolinesterase pelo paraoxon e posterior
reativagdo da enzima com TMB-4. Da esquerda para a direita: (a) sinais em tnphcata
de solugio padrac de acetilcolina 1, 0x10” mol.L™"; (b) introdugso de 5, 0x10® mol.L" de
solugéo de paraoxon {uma introdugio); (c) sinais em triplicata de solugdo 1 0x10°
mol.L”" de acetilcolina apds a inibigio da acetilcolinesterase; (d) introdugdo de 5, 0x10®
mol.L.”" de soiugéo de TMB-4 (uma introdugo); {e) sinais em triplicata para solugao
1,0x10° mol. L de acetilcolina, apés a reativagio da enzima com solugéo de TMB-4
5,0x10"° mot.L™. Alga de amostragem de polietileno com volume de 100 pL(1,0mm d.i.).
Condutancia: 1,0 cm = 8,0 1S. A curva é representada por sinal (cm) x tempo (min).
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Na Figura V.1 a regigo a corresponde a sinais em friplicata de solugées
de 1,0 x 10”° mol.L"! de acetilcolina. A regi&o b, onde nenhum sinal é observado,
representa a introdugéo de 5,0 x 10° mol.L" de solug&o de paraoxon,. A regido
¢ mostra os picos obtidos com solugéio de 1,0 x 10° mol.L™" de acetiicolina ap6s
a inibigdo da coluna enzimatica com solucdo de paraoxon. A regido d
corresponde & introdug&o de solugéo de 5,0 x 10° mol.L" de TMB-4. Na regido
e sd0 mostrados sinais, em triplicatas, de solugcdo de acetilcolina
1,0 x 10° moi.L™, obtidos apos a regeneragido da enzima. Pode-se observar
facilmente que a reativagdo da enzima é rapida e completa, nestas faixas de

concentracdo de pesticida, enzima e regenerador.

VII.1 PRECISAO E SENSIBILIDADE:

Testes de inibicao foram conduzidos utilizando diferentes concentractes de
pesticida e sucessivas recuperagées da atividade da enzima. O método apresenta
relagdo linear entre condutividade e concentracao de pesticida na faixa de 1,0x10°

mol.L™ to 1,0x107 mol.L" (Figura VII.2). A curva segue a equagdo h’ = 1.124x10°C
+ 1.661 com coeficiente de correlacdo 0.9987. h’ representa a diferenca entre a

altura de pico (cm) antes e depois da inibicdo da enzima pelo pesticida. C
representa a concentragdo de paraoxon (mol.L"). Como & observado na Figura

VII.1, a recuperagéo da atividade da coluna enzimatica é facilmente efetuada com
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solugéo de 5,0x10° mol.L" de TMB-4. Entretanto para maiores concentragdes de
paraoxon, s&0 necessarias maiores concentragdes de TMB-4.

O método apresenta desvio padrio relativo de 2,2% (n=8) para uma solugao
1.0x10° mol.L”" de acetilcolina com uma soluggio de 5,0x10° mol.L™ de paraoxon.

O limite quantitativo de detecgéo pode ser considerado cerca de 1,0 x 107
mol.L" de paraoxon. Entretanto, numa analise semi-quantitativa, pode-se detectar

até 1,0x10° mol. L.
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Figura VIL.2 - Curva calibragiio para o paraoxon na faixa de 1,0x10° mol.L™" a 1,0x107
moi.L" descrita pela equagio h' = 1,124x10° C + 1,661 com uma correlagéo de 0,9987.
Para a equagdo, h’ = diferenga entre a altura de pico (cm) antes e depois da inibigéo
enzimética pelo pesticida e C = concentragdo de paraoxon (mot.L"). A reativagio da
acetilcolinesterase foi feita com uma solugio 50x10° molL' de TMB4. Alga de

amostragem de Polietileno com voiume de 100 pl (1,0mm i.d.) em todos os casos.
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Vil.2 DURABILIDADE DA COLUNA:

O método permite a reutilizacdo do mesmo reator enzimatico por mais
de 100 determinagdes para solugdes de paraoxon na faixa de concentragfes de
1.0x10° a 1.0x107 mol.L" sem perda significativa da atividade enzimatica,
desde que recuperada com solugdo de TMB-4 e devidamente estocada em

meio tampao fosfato e em geladeira apés a utilizag&o.

Vil.3 EFEITO DA VARIAGAO DE CONDIGOES DO SISTEMA FlA:

Para otimizar o método, foram estudados alguns parametros analiticos
importantes, tais como: vazdo, temperatura do reator enzimético, volume de

amostra e concentragao do substrato.

vil.3.1 Variagcdo do Fluxo:

Foram realizadas medidas de determinagdc de pesticida variando a
vazdo do sistema. Observou-se que as respostas alteram sensivelmente de
acordo com a vazio. A vazio deve ser suficiente lenta para permitir a interagio
da enzima com o substrato (hidrélise da acetiicolina) e com o pesticida (inibigao

da acetilcolinesterase). (Figura VI1.3, Tabela Vil.1).
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Figura Vii.3 - Efeite da variagio da velocidade de fluxo na determinacéo do paraoxon.
Solugéo de acetilcolina 1,0x10”° moi.L™'. Solugsic de paraoxon 5,0x10° mol.L”

A curva pode ser representada pela equacdo h' = 20,043 - 13,021V +
2,416V* (desvio padrdo de r = 0,99953, * =0,99907), e apresenta coeficiente
de correlag&o de 0,12927 . Na equacéo h’ representa a diferenca entre a altura
de pico (cm) antes e depois da inibicdo da enzima pelo pesticida, e V
representa a velocidade de fluxo (mL.min™).

A Tabela VII.1 mostra o efeito da variacdo da velocidade de fluxo (FRa1 =
FRa2= FRa3) sobre a altura de pico e sobre a diferenca da altura antes e depois
da inibiggdo enzimatica com o paraoxon. Para cada medida foram feitas quatro

determinacbes apresentando desvio padréo médio entre os pontos de ( £0,08).
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TABELA VII.1
Efeito da velocidade de fluxo (FR) (FRa = FRae = FRas3) na determinagiio do
paraoxon (solugso 5,0x10° mol.L"). Temperatura=25°C. 1em=8 uS.

Velocidade de Altura (A)*/(cm) | Altura (B)*/(cm) (A) - (B)*/{cm)
Fluxo/(mL.min ")
1,19 12,1 41 8,0
1,70 7,2 2,7 4,8
2,19 5,9 24 3,2
2,79 4.8 2,3 25

"Altura(A) : solugdio de acetilcotina 1x10° mol.L"' antes da inibicdo da enzima pelo
pesticida.

*Altura(B) : solugdo de acetilcolina 1x10°* mol. L™ apés a inibigdo da enzima pelo
pesticida.
*(A) - (B) : altura (A) menos altura(B).

Na Tabela VII.1 a altura antes da inibig&o com paraoxon (A), mostra um
grande aumento com o decréscimo da vazio. A altura (B), ap6s inibigdo com
paraocxon, também mostra um aumento com o decréscimo da vazao.

Estes aumentos podem ser atribuidos 3 duas principais causas. Uma
esta relacionada com o aumento do tempo de contato entre a
acetilcolinesterase e o substrato. A outra causa € 0 aumento da proporgéo do
acido acético formado que se difunde através da membrana, uma vez que esta

difusdo depende do tempo que a solugdo doadora permanece na cela de

permeacao.
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Na altura (B) o fator de aumento a partir da velocidade de fluxo 279 mL
min" [(B) = 2,3 cm] para a vazdo de 1,19 mL min™ [(B) = 4,1 cm] é 1,78.
Comparativamente o fator de aumento da altura (A) referente as mesmas
vazbes € 12,1 cm/ 4,8 cm = 2,52. O menor aumento relativo na altura (B) com
relagéo a diminuigdo da vazdo pode ser atribuido ao fato que grande parte dos
sitios ativos da enzima estéo bloqueados peio paraoxon. Como consequéncia, o
aumento do tempo de residéncia ndo deve resultar em muito mais reagéo , uma
vez que os sitios ativos da enzima estdo em nOmero maior alcangando a
saturag@o facilmente. No caso da altura (A) o aumento do sinal em funcéo do
decréscimo da vazdo pode ser facilmente entendido em termos do aumento do
desenvolvimento da reacio, em fungéo da alta concentragao de sitios ativos da
enzima em relagdo a concentracio de acetilcolina.

A diferenca entre (A) e (B), que é (A-B), conduz a um significante
aumento a baixas vazfes.

A estimativa do desvio padrdo médio, nos valores das alturas, ¢ + 0,06

cm. Foram feitas trés medidas para cada vazéo diferente.

Adotou-se a vazio de 1,19mL.min™ por ser a vazao que fornece o maior
sinal. Esta vazéo permite, ainda a realizagdo de uma amostragem a cada dois

minutos, o que é bem razodvel para este tipo de analise.
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VIL3.2 Efeito da variacdo da Temperatura:

Foi estudado o efeito da temperatura na coluna enzimatica, na faixa de
20 a 42 °C, sobre a altura do sinal. A temperatura do sistema foi modificada
utiizando um banho termostatico. Os resultados apresentados foram
registrados na Figura VHi.4 e Tabela VII.2. Verificou-se que a temperatura altera

sensivelmente os resultados.
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h' (cm)

Temperatura ( °C)

Figura ViL.4 - Efeito da temperatura na determinacio do paraoxon; h' = diferenga
entre a altura de pico (cm) de solugio de acetilcolina 1,0x10° mol.L™ antes e depois
da inibigdo enzimatica pelo pesticida 5,0x10°® mol.L”.
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TABELA VIL.2
Efeito da temperatura do sistema FIA na determinag¢&o do paraoxon.

Velocidade de Fluxo: (FR): FRa = FRa; = FRa; = 1.19 mL.min™. 1 cm = 8 4S.

Temperatura (°C) |Altura (A)* (cm) | Aitura (B)* (cm) |(A) - (B)* (cm)
20 12,0 4,4 7,6
25 12,1 4,1 8,0
32 14,7 4,2 10,5
37 16,9 4,5 12,4
42 16,2 4,5 11,7

» Altura(A) - Solucio de acefilcolina 1x10™ mol.L" antes da inibicdo da enzima
peto paraoxon 5,0x10°® mol.L™.

e Altura(B) - Solugio de acetilcolina 1310 mol.L™ apos a inibigdo da enzima pelo
paraoxon 5,0x10° mot.L™".

e (A)-(B) - Altura (A) menos Altura(B).

Na Tabeta VII.2 pode-se observar facilmente que a enzima nao inibida é
rapidamente influenciada pela temperatura. A altura (A) aumenta continuamente
até 37°C . Em 42°C um pequeno decréscimo & observado, provaveimente
devido a denaturagao térmica da enzima. Esta suposicéo foi reforcada pelo fato
que apos o aquecimento até 42°C a perda da atividade néo foi recuperada ao
diminuir a temperatura. Ao contrario da enzima ndo inibida, a atividade da
enzima- inibida pode ser considerada como independente da temperatura na
faixa estudada. A associagdo de ambos os fatos leva a um aumento da

diferenga (A-B) com o aumento da temperatura com um méximo em 37°C.
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Observou-se que tanto a hidrdlise da acetilcolina quanto a inibicdo da
enzima s&0 mais favoraveis a 37°C, que é a temperatura em que a enzima
possui maior atividade. Entretanto em temperaturas superiores a 37°C, ocorreu
um decréscimo da atividade enzimatica, provavelmente devido a denaturagéo
da enzima.

A estimativa do desvic padrdo médio, dos valores das alturas, é de

+0,07cm. Foram feitas trés medidas para cada temperatura diferente.

vil.3.3 Efeito da Variacdo da Concentracéo do Substrato:

Um estudo da variagéo da concentracdo do substrato mostrou que
inibicdo aumenta com o aumento da concentragao do substrato. Figura VIL.5 e
Tabela Vil.3.

Na Figura VII.5 o eixo das ordenadas corresponde aos valores (A - B),
onde os valores de A s3o obtidos sem a inibicdo da enzima, e os de B sdo
obtidos com a inibigdo da enzima. A curva pode ser representada pela equacéo
h' = 0131 + 12236,25 C - 9764213,4 C? (desvio padrdo de r = 0,9857, r* =
0,9716 ), que apresenta coeficiente de correlacdo de 0,9987. Para esta
equacdo, h’ representa a diferenga de altura de pico (cm) antes e depois da
inibico enzimatica pelo pesticida e C representa a concentragao de acetilcolina

(mol.L™).
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Concentiacio de acetiolna fuoll x107%

Figura VIL5 - Efeito da concentra¢do do substrato na determinagio do paraoxon; h =
diferenca entre a altura de pico {cm) de soluco de acetilcolina (mol.L™ ) antes e
depois da inibigio enzimatica pelo paraoxon 5,6 x 10™* mol.L™.

A Tabela VII.3, mostra o efeito da concentragio da acetilcolina na altura
do pico em ambos os casos, quando a enzima nio esta inibida (altura A) e
quando a enzima esta inibida (altura B). Pode ser observado que em ambos os
casos um significante aumento ocorre. A partir de uma solugdo de acetilcolina
0,2 x 10* mol.L" até 8,0 x 10* mol.L™" o aumento do sinal & maior em (A)

(aumenta 6,85 vezes) que em (B) (aumenta 5,2 vezes). Isto leva a um aumento
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na diferenca (A-B). Este comportamento pode ser entendido da mesma maneira
como foi explicado anteriormente nos comentarios da Tabela VIl.1, com a
diferenca que neste caso ocorre a variagio da concentragio e ocorre a variagao

do tempo de residéncia como consequéncia do fluxo.

TABELA VII.3
Efeito da concentragio da acetilcolina na determinagdo do paraoxon.
Velocidade de Fiuxo = 1.19 mL.min™ (FRa; = FRa2 = FRas). 1cm =8 puS.

Temperatura = 25°C.
Concentracao de ALTURA (A)* | ALTURA (B)* | (A){B)

acetilcolina (cm) (cm) (cm)
(mol.L" )
8 0x10™ 89 52 37
4,0x10™ 8,1 48 33
2.0x10™ 7.2 49 2,3
1,0x10™ 5,1 34 1,7
0,8x10™ 3.1 23 0,8
0,4x10™ 2,0 1,5 0,5
0,2x10™ 1,3 1,0 0,3

Altura(A) - solucdo de acetiicolina antes da inibigdo da enzima pelo paraoxon
5,0x10° mot.L.™".

Altura(B) - solug@o de acetilcolina ap6s a inibicdo da enzima pelo paraoxon
5,0x10° mol.L™.

* (A)- (B) - Altura (A) menos Altura(B).
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ViiL3.4 Efeito da variacdo do Tamanho da Alga de
Amostragem:

Foi estudada a influéncia do tamanho da alga de amostragem, alterando-

se 0 volume de amostra (substrato e inibidor). (Tabela VIl.4 e Figura VI1.8).

TABELA ViL.4
Efeito da variagiio do volume das solugdes de acetilcolina, pesticida e
TMB-4, sobre a altura dé pico. Temperatura = 25°C. Velocidade de Fluxo =

1,19 mL.min" . Flow rates: (FRx = FRa, = FRa). 1,0 cm = 8,0 uS.

Alga Volume ( mL ) Altura{A)* Altura(B)** (A)4B)***
(cm) {cm) (cm)
1 70,0 11,2 50 6,2
2 100,0 13,2 3,3 99
3 125,0 149 3,5 11,4
4 160,0 16,0 3,7 13,2

*Altura(A) - Soluglio de acetilcolina 1x10™ mol.L™! antes da inibicdo da enzima pelo

paraoxon 5,0x10° mot.L™".

“*Altura(B) - Solugdo de acetilcolina 1x10° mol.L" apés a inibigdo da enzima pelo

paraoxon 5,0x10° mol.L™".

***(A) - (B) - Altura (A) menos Altura(B).

» A estimativa do desvio padréo médio, nos valores das alturas, é +0,1cm. Foram
feitas trés medidas para cada loop diferente.
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Na TABELA V1.4 s3o apresentados os dados obtidos com 0 aumento do
volume da amostra. Manteve-se a concentragdo da acetilcolina, do paraoxon e
do TMB4 constantes. A variag8o do volume introduzido no sistema n&o muda
a concentragdo mas somente a quantidade de cada composto, isto é, 0 numero
de mols. Aumentando o volume de 70 uL para 160 pL a altura do pico (A) da
enzima n3o inibida aumenta continuamente. Observando a altura de pico (B),
pode-se observar que o sinal ndo mais aumenta apbés 100 pL de solugéo de
paraoxon injetada, ou seja, o méximo inibigdo € conseguida neste volume.
Entretanto a diferenga (A-B), que no gréfico & representada por ', é favorecida
com o aumento do volume da alca de amostragem, que é o mesmo para todas

as solugdes introduzidas no sistema.
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Figuré VIL.6 -Efeito do volume de substrato na determinagéo do pesticida; h = diferenca
entre a altura de pico (cm) de solugéo de acetilcolina 1x10° mol.L™” antes e depois da
inibigio enzimatica pelo pesticida 5,6x1 0*mot.L.”™ : V = volume do substrato { mL).
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Observou-se que ambos, volume do substrato e volume de inibidor
influem na intensidade do sinal. A diferenca entre a altura de pico antes e
depois da inibigdo aumenta com o aumento do tamanho da alga de amostragem.
Entretanto a quantidade de acido acético formado também esta relacionado com
a concentragdo da enzima imobilizada. O volume injetado deve ser suficiente
para reagir com a quantidade de acetilcolinesterase imobilizada. A Figura VH.6
pode ser representada pela seguinte equagdo h’ = 6,587 + 23429184V -
7,083x10% V2 + 0,155N° , e coeficiente de regress&o polinomial de r = 0,999,

ri> = 0,999.

Vil.3.5 Efeito da Concentracdo de TMB-4:

Observou-se que a concentragdo de TMB-4 afeta tanto na influéncia da
reativacio enzimatica como na velocidade de reativagéo da enzima. Para as
faixas de concentragéo de pesticida e acetilcolina estudadas, verificou-se que a

porcentagem de reativagéo aumenta com o aumento da concentragéo de TMB-4

injetada, sendo completa para concentragbes > 5 x 10'5 mol.L'1.

ViIL4 NUMERO DE DETERMINAGOES DE PARAOXON:

A parfir dos resultados obtidos para a determinagéo de paraoxon pelo método
condutimétrico, podé ser considerado que o método & rapido, e pode ser

amplamente satisfatério para andlises quantitativas de paraoxon, nesta faixa de
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concentragdo considerada. Cerca de 10 determinagdes podem ser desenvolvida

por hora, utilizando vaz&o de 1,19 mL.min™.

VIl.5 DETERMINACAO CONDUTIMETRICA DE PARAOXON POR
FIA / STOPPED-FLOW COM ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
IMOBILIZADA.

Também foi proposto e desenvolvido um sistema “FlA-stopped-flow" para
deteccdo quantitativa do dietil-p-nitrofenilfosfato (paraoxon).

Para a utilizagdo do sistema condutimétrico “stopped-flow” , empregou-se
uma parada do fluxo no instante em que a solugéo do pesticida entra em
contato com a enzima. As paradas permitem maior tempo de contato entre a
enzima e o inibidor, e portanto maior porcentagem de inibigéo.

O sistema “stopped-flow’ foi estudado de forma a obter uma maior
capacidade de inibigdo em fung&o do tempo de parada, em uma faixa linear de
concentragdo de pesticida. Entretanto, tempos muito longos (maiores que 30
min.) podem causar denaturagéo da enzima.

Foram conduzidos testes de inibigdo utilizando diferentes concentragbes
de pesticida e sucessivas recuperagbes da atividade da enzima. A correlagéo
entre a diferenca de pico versus concentrago de paraoxon, é linear na faixa de
50x10° mol.L" a  1,0x107 mol.L" (Figura VIL7). O sistema apresentou um
limite-de detecgédo de 5,0x1 0® mol.L™! para o pesticida.

A curva segue a equagio h’ = 3,522x10° C + 1,103 com coeficiente de

correlagio 0,9916. v representa a diferenca entre a altura de pico (cm) antes e
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depois da inibicdo da enzima pelo pesticida. C representa a concentragéo de
paraoxon (mol.L"). Quando se utiliza ‘stopped-flow’, sdo necessérias maiores
concentracbes de TMB-4. Para o tempo de parada de 2 minutos, foram
utitizadas solugdes de 5,0x10* molL" de TMB-4. Como é observado na
Figura VIL7, nestas condigbes, a recuperagdo da atividade da coluna

enzimatica é facilmente efetuada.
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Figura VIl.7 - Curva calibragdo para o paraoxon na faixa de 5,0x10° molL" a
1,0x107 mol.L™" escrita pela equagdo h’ = 3,522x10 C + 1,103 com uma correlagéo de
0,9987. Para a equacdo, h’ = diferenga entre a altura de pico (cm) antes e depois da
inibicio enzimatica pelo pesticida e C = concentragio de paraoxon {mol.L™). A
reativagdio da acetilcolinesterase foi feita com uma solugsio 5,0x10° mol.L™" de TMB-4.
Alga de amostragem de Polietileno com volume de 100 pL (1,0mm i.d.) em todos os
casos. Condutancia: 1 cm = 8uS.

O metodo apresentou estimativa do desvio padrao relativo 1,6% (n = 8)
para uma solugéo 1,0x10° mol.L™ de acetilcolina e uma solugéo de 5,0x10°

mol.L” de paraoxon.
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Viil. DETERMINAGAO DO PARAOXON PELO METODO
ESPECTROFOTOMETRICO

Da mesma maneira que para o método condutimétrico, 0 mesmo sistema
FIA utilizado na determinagdo de acetilcolina, é utilizado na determinagao de
paraoxon, pelo método espectrofotométrico.

A Figura VII.1 mostra uma curva tipica de determinagio do pesticida
pelo método de FIA e reativagdo da colinesterase com TMB-4 5x10° mol.L" ,

apos inibigio pelo paraoxon.

Figura VIIL1 - Tipica curva de determinag@o de pesticida pelc método de FIA e
reativagdo da colinesterase com TMB-4 apds inibigdo pelo paraoxon. Da esquerda

para a direita: (a) sinais em triplicata de solugdo padrio de a_getilcolir:a 1x106 mol.L™"
antes da inibigéo do paraoxon, (b) soluglio de parao;‘(on 5x10 molL e {c) sinais em
triplicata de solugiio padriio de acetilcolina 1x10° mol.L" depois da inibicdo do

paraoxon, (d) solugdo deTMB-4 5x1 0'5 mol.L™". Alca de amostragem com volume de
100uL (1,0 mm d.i.). absorbancia:400nm.
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Vili.1 PRECISAO E SENSIBILIDADE:

De acordo com os dados obtidos, o método apresenta relagdo linear

entre absorbancia e concentragéc de pesticida na faixa de 5x107 mol.L” a

5x10° mol.L" e limite de detecgdio 1x10” mol.L". A Figura VIIL2 mostra uma

relagao linear entre condutividade e a concentracéo de paraoxon.
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Figura Viil.2 - Curva de relagdo linear entre absorbancia e concentrag@o de paraoxon

na faixa de 5)(‘10’7 moi.L a 5x104S moI.L'1 ; b’ = diferen¢a entre a altura de pico (cm)
antes e depois da inibicio pelo pesticida. Regeneragdo feita com solugdo de TMB-4

5%x10" moi. Ld. Alga de amostragem com voiume de 100 pt (1,0mm d.i.).
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A curva pode ser representada pela equagéo h’ = 0,119x1 0°C+2111, e
apresenta coeficiente de correlagdo de 0,9979. Na equagdo W’ representa a
diferenca entre a altura de pico {cm) antes e depois da inibicdo da enzima pelo
pesticida, e C representa a concentragdo de acetilcolina (mmol.L™).

Para determinar o desvio padrio relativo do método entre medidas de
uma mesma concentracdo de pesticida, utilizou-se medidas de padréo de

acetilcolina 5x10° mol.L", solugiio de paraoxon 5x10° molL e solugsio de

TMB-4 5x10° mo.L . O desvio padréo relativo entre as medidas foi de +1,7%

(n=10).

VII.2 EFEITO DA VARIACAO DE CONDICOES DO SISTEMA FIA:

Para otimizar o método espectrofotométrico na determinagdo de
paraoxon, também foram realizadas medidas variando as condigbes do sistema
FIA. Como ja feito nos casos anteriores, foram estudadas as influéncias: da
vazdo, da temperatura do reator enzimético, do tamanho da alga de

amostragem, da concentragéo do substrato.
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Viil.2.1 Efeito da Variag3o da Vazéo:

Da mesma maneira que para ¢ método anterior (determinacdo
condutimétrica de paraoxon) , foram realizadas medidas de determinagio do
pesticida variando a vazdo do sistema. Observou-se que as respostas variam

sensivelmente de acordo com a vazao. (Figura VIIl.3, Tabela VIil.1).
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Figura VIiL.3 - Efeito da vaz&o na determinagdo do paraoxon. Solugiio de acetilcolina
1,0x10° mol.L™. h' = diferenca entre a aitura de pico (cm) antes e depois da inibicéo

pelo _Earaoxon (solugéo 5x10'5mol.L"). Regeneragdo feita com solugdo de TMB-4

5x10 moI-Lq. Alca de amostragem com wvolume de 100pL (1,0 mm d.i).
Absorbancia: 400nm.

A curva pode ser representada pela equagédo h’ = 7617 - 5283 F +
1,045 F° | e apresenta coeficiente de correlagédo de r =0,9985, * =0,9971. Na

equacio, h' representa a diferenca entre a altura de pico (cm) antes e depois
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da inibicdo da enzima pelo pesticida, e F representa a variacdo da
vazao(mbL.min™).

A Tabela VIl.1 mostra o efeito da variagdo da vazdo (FRa = FRaz =
FRa3) sobre a altura de pico e sobre a diferenca da altura antes e depois da

inibigdo enzimatica com o paraoxon.

TABELA VHLL1
Efeito da vaz@o (FR) {(FRa: = FRa; = FRa3) na determinagdo do paraoxon.
Temperatura = 25°C. 1 cm = 8 ;iS.

Velocidade de Altura (A)*/cm) Altura (B)*/cm) (A) - (B)*/cm)

Fluxo/{mbL.min")

1,19 42 1,7 2,5
1,70 2,8 1,3 1,5
2,19 2,5 1,2 1,3
2,79 2,2 1,0 1,2

« Altura(A) : solug3o de acetilcolina 1x10™ mol.L"! antes da inibigdo da enzima pelo
pesticida.

+ Altura(B) : solugdo de acetilcolina 1x10” mol.L™ apds a inibicio da enzima pelo
pesticida.

* (A)-(B): altura {A) menos altura(B).

Na Tabela VlIi.1 pode ser observado a influéncia da variagdo da vazéo
sobre a altura do sinal. De maneira similar ao método condutimétrico, a altura A

antes da inibicdo com o paraoxon {A), mostra um grande aumento com ©
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decréscimo da vazdo. A altura (B), apds a inibicao com paraoxon, também
mostra um aumento com ¢ decréscimo da vazao.

Estes aumentos também podem ser atribuidos a dois fatores, da mesma
maneira como ja foi explicado anteriormente para o método condutimétrico, ou
seja, a diminuicio do fluxo aumenta o tempo de contato do substrato com a
enzima, favorecendo assim o rendimento da reacdo, e aumenta o tempo que a
solugdo doadora permanece na cela de permeagio, permitindo maior difusao do
acido acético através da membrana.

Na altura (B) o fator de aumento a partir da velocidade de fluxo
279 mL .min™ [(B)=1,7 cm] para a velocidade de fluxo 1,19 mL min™ [(B) = 1,3
cm] é 1,3. Comparativamente 0 fator de aumento da altura (A) referente as
mesmas vazbes é 4.2cm/22cm=1,9.

Da mesma forma que para o método condutimétrico, a altura B é também
alterada pelo tempo em que O pesticida permanece em contado com a
colinesterase.

De maneira similar ao método condutimétrico, podemos notar que ©
compromisso entre (A) e (B), que é (A-B), conduz a um significante aumento a
baixos fluxos, uma vez que a atividade enzimatica ndo depende do método de
detecc&o, e sim do sistema FIA empregado.

A estimativa do desvio padrio médio, nos valores das alturas, € * 0,06

em. Foram feitas trés medidas para cada vazéo diferente.
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Viil.2.2 Efeito da Variagdo da Temperatura

O efeito da temperatura na coluna enzimética, na faixa de 20 a 42 °C,
sobre a altura do sinal é representado na Figura VIHII.4. De maneira similar ao
método condutimétrico, observou-se que a atividade da enzima é influenciada
pela temperatura. Verificou-se que a atividade da mesma aumenta com o
aumento da temperatura até aproximadamente 37 °C pelo aumento da diferenga
(A-B). Entretanto em temperaturas superiores a 37 °C observou-se que um
decréscimo € observado, provavelmente devido a denatura¢io térmica da
enzima.

A temperatura do sistema foi modificada utilizando um banho termostatico
(Figura V.3). Os resultados apresentados foram registrados na Figura Vill.4 e
Tabela Vill.2.

Na Figura VilL.4 a curva pode ser representada pela equagéc h’ = -
22474 + 02245 T - 000298 T? , e apresenta coeficiente de correlagdo de r
=0,9925, r*=0,988. Na equacio h’, representa a diferenga entre a altura de
pico (cm) antes e depois da inibigdo da enzima pelo pesticida, e T representa a
temperatura ( °C ).

A estimativa do desvio padrdao médio, nos valores das alturas, & de

+0,05cm. Foram feitas trés medidas para cada temperatura diferente.
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Figura Vili.4 - Efeito da temperatura na determinagio do _faraoxon; h = diferenga entre
a altura de pico (cm) de solu¢do de acetilcolina 1x10° moi.L™ antes e depois da
inibigio enzimatica pelo paraoxon (solugdo 1x10° mol.L™). Alga de amostragem com
voiume de 100ui (1,0 mm d.i.}. absorbancia:400nm.
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TABELA VIiL.2
Efeito da temperatura do sistema FIA na determinacgdo do paraoxon.

Velocidade de Fluxo: (FR): FRa = FRa = FRa: = 1,19 mL.min®. 1 cm=8uS.

Temperatura/(°C) Altura (A)*/{cm) |Altura (B)*/(cm) |(A) - (B)'/{cm)
20 2,8 1,7 1,1
25 3,2 1,7 1,5
30 3,3 1,5 1,8
32 3,6 1,6 2,0
37 37 1,6 21
42 3,5 1,5 2,0

e Altura(A) - Solugdo de acetilcolina 1x10” mol.L™ antes da inibigdo da enzima
pelo paraoxon 5,0x10° mot.L'.

e Altura(B) - Solugso de acetilcolina 1x10™ mol.L™ apés a inibigio da enzima pelo
paraoxon 5,0x10° mol.L™".

e (A)-(B) - Altura (A) menos Altura(B).

ViiL.2.3 Efeito da Variagdo da Concentragdo do Substrato:

Um estudo da variagdo da concentragéc do substrato mostrou que
a porcentagem (%) de inibigdo aumenta com o aumento da concentragédo do

substrato. Figura VII1.5 e Tabela V1il.3.
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1 M 1 v 1 v 1

o 2 4 6 8
Concentragso do Substrato / (mol.L

Figura VIILS - Efeito da conoentrag.éo do substrato na determinag¢do do paraoxon; h' =
dlferenga entre a altura de pice (cm) antes e depois da inibigao pelo raoxon (solugdo

5x10 mol.L ) Regeneracdo feita com solugdo de TMB-4 5x10 mol. L Aica de
amostragem com volume de 100pL (1,0 mm d.i.). Absorbancia:400nm.

A curva pode ser representada pela equacac h’ = 0,7556 - 0,2491C -
0,01308 C?, o apresenta coeficiente de correlagio de r =0,9975, r* =0,9950. Na
equacio h’, representa a diferencga entre a altura de pico (cm) antes e depois
da inibicdo da enzima pelo pesticida, e C representa a concentragdo de
acetilcolina (mol.L™).

A Tabela VIH.3 mostra o efeito da concentragio da acetilcolina na altura
do pico em ambos 0s casos, quando a enzima ndo estd inibida (altura A) e
quando a enzima esta inibida (altura B). Pode ser observado que em ambos os
casos um significante aumento ocorre. A partir de uma solugido de acetilcolina

2,0 x 10° mol.L" até 8,0 x 10° mol.L" o aumento do sinal é maior em (A)
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(aumenta 2.9 vezes) que em (B) (aumenta 2.3 vezes). Isto leva a um aumento
na diferenga (A-B). Este comportamento pode ser entendido da mesma maneira
como foi explicado anteriormente nos comentarios sobre os dados mostrados na

Tabela VI1.2, com a utilizag@o do método condutimétrico.

TABELA VIiL.3 - Efeito da concentragio da acetilcolina na determinagdo do
paraoxon. Temperatura = 25°C. Vazéo = 1,19 mL.min"”
(FRas = FRaz = FRas).1 cm =8 uS.

Conc.acetilcolina ALTURA (A)* | ALTURA (B)* | (A)B)
(mol.L") (cm) (cm) (cm)
8,0x10” 35 1,6 19
6,0x10° 34 1,6 1,8
5,0x10 3,3 1,6 1,7
4,0x10° 3.1 1,4 1,5
2,0x10° 2.6 1,4 1,2
1,0x10° 2,3 1,3 1,0

. Altura(A) - solug,éo de acetilcolina antes da inibicdo da enzima pelo paraoxon
5,0x10°¢ mol.L™.

. A!turagB) solugfio de acetilcolina apés a inibigéo da enzima pelo paraoxon 5, ox10*
mol.L".

e (A)- (B) - Altura (A) menos Altura(B).
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Vill.2.4 Efeito da Variac3o do Tamanho da Alga de
Amostragem:

Foi estudada a influgncia do tamanho do Loop, alterando-se o volume de

amostra (substrato e inibidor). (Tabela Vill.4 e Figura VII1.6).

&0 80 100 120 140 160
Volume ( pL)

Figura Viii.6 - Efeito do volume de substrato na determinagdo do pesticida; h' =
diferenca entre a altura de pico (cm) de solugdio de acefilcalina 5,0x1 0° mol.L" antes e
depois da inibicho enzimatica de solugdio de paraoxon 5x1 0° mol.L'; V = volume
de solugdo de acetilcolina ( ulb) (substrato).

Observou-se que ambos, volume do substrato e volume de inibidor
devemn afetar o rendimento da reagdo enzimatica, onde a diferenca entre a

altura de pico, antes e depois da inibigdo, aumenta com O aumento do tamanho
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da alca de amostragem. Entretanto a quantidade de &cido acético formado
também esta relacionada com a concentragdo da enzima imobilizada. O volume
injetado deve ser suficiente para reagir com a quantidade de colinesterase

imobilizada.

TABELA V.4
Efeito da variagdo do volume das solugdes de acetiicolina, pesticida e
TMB-4, sobre a altura de pico. Temperatura = 25°C. 1,0 cm = 8,0 uS.

Fluxo = 1,19 mL.min™ {(FRas = FRa; = FRa3).

Loop Volume Altura(A)* Altura(B)** (AHBy*
(mL) {em) _ —(cm) ~(em)

1 70 2,2 16 0,6

2 100 2,8 1,7 11

3 125 3,3 1,8 1,5

4 160 3,6 1,8 1,8

*Altura(A) - Solucdo de acetilcolina 1x10° molL™ antes da inibigdo da enzima pelo

paraoxon 5,0x10° mol.L™.

**Altura(B) - Solucdo de acetilcolina 1x10™ mol.L" apés a inibigo da enzima peio

paraoxen 5,0x10° mol.L™.

“(A) - (B) - Altura (A} menos Altura(B).

« A estimativa do desvio padric médio, nos valores das aituras, é 10,1cm. Foram
feitas trés medidas para cada aica de amostragem diferente.
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Na TABELA Vill.4 sdo apresentados os dados obtidos com o aumento do
volume da solugio de acetilcolina. A concentragio da acetilcolina, do paraoxon
e do TMB-4 séo constantes conforme pode ser observado na TABELA VIIL.4. De
maneira similar ao método condutimétrico, podemos observar que aumentando
o volume de 70 ul para 160 pl a altura do pico (A), referente a enzima néo
inibida, aumenta continuamente. Observando a altura de pico (B), pode-se
verificar que o sinal ndo mais aumenta mais significantemente com o incremento
no volume do substrato. Como consequéncia a diferenca (A-B) é favorecida com
o0 aumento do volume da alca de amostragem, que € o mesmo para todas as
solugdes introduzidas no sistema.

A curva pode ser representada pela equacdo h’ = -1,168 +
0,03032 V - 7,277 V? , e apresenta coeficiente de correlagio de r =0,9995, r*
=0,9981. Na equagédo, h’' representa a diferenga entre a altura de pico (cm)
antes e depois da inibicdo da enzima pelo pesticida, € C representa a

concentracédo de acetilcolina (mol.L™).
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IX. CONCLUSOES:

IX.1 Sistema FIA Condutimétrico:

A aplicagdo do sistema FIA condutimétrico para a determinagdo de
acetilcolina e paraoxon, com a utilizacdo de enzima imobilizada e membrana de

permeacac apresenta as seguintes caracteristicas:

+ Este método possui rapidez e facilidade de manuseio, ndo reguer longos
periodos de espera entre a introducdo da acetilcolina e o pesticida no

sistema, e ndo necessita de etapas de pré-concentragio.

+ A reativacdo da acetilcolinesterase pela soluggdo de TMB-4 é rapida e
completa. Cerca de 10 analises podem ser desenvolvidas em 1 hora na

determinacao de paraoxon.

* Cerca de 20 analises por hora para a determinagéo de acetilcolina.

+ O sistema proposto é& facilmente operado, requer apenas pequenas

quantidades de reagente, uma vez que pequenos volumes de amostra s&o

utilizados.
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*

O reator enzimatico pode ser reutilizado por mais de 100 vezes sem perda da

atividade.

*

O sistema F1 utilizado & de baixo custo.

*

A utilizagdo da técnica de difusao através de membrana juntamente com ©

uso de enzima, torna o sistema bastante seletivo.

*

O método pode ser aplicado em diferentes areas de andlise (médica,

ambiental, alimenticia).
Sensibilidade e Reprodutibilidade do Metodo:

« Boa sensibilidade, com concentragbes minimas detectaveis para acetilcolina
(limite de detecgdo de 1,0 x 10° mol.L™") e para o paraoxon (limite quantitativo
de detecgo de 1x107 mol.L* , e um limite de detecg@o semi-quantitativo de

1x10%mol.L™ ).

+ Os resultados da aplicagio deste método para determinacdo de acetilcolina
em um preparado de formulagéo farmacdutica incluindo a aplicagéo do teste
de recuperagéo pelo método de adicio padrdo mostrou uma boa exatidao,

com erro maximo de 7,1% (n=3).
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+ Boa precisdo, para ambas as determinagdes de acetilcolina (desvio padréo

relativo de 1,8% (n=14) para uma solugéo 1,0 x 10° mol.L" de acetilcolina) e

paraoxon (desvio padréo relativo de 2,2% (n=8) para uma solugo 1,0 x 10?
mol.L” de acetilcolina e 5,0 x 10° molL" de paraoxon) com relago linear

entre condutividade e concentragdo do substrato na faixa de 1,0 x 10° moI.L'1
a 1,0 x 10° mol.L" e do pesticida na faixa de 1,0 x 10° mol.L" a 1,0x107

mol.L".

IX.2 Aplicagao do Sistema “FIA/ Stopped Flow” para o

Sistema Condutimétrico.

Sensibilidade e Reprodutibilidade do Método:

+ O sistema ‘FIA-Stopped Flow’ foi estudado para obter uma maior
capacidade de inibigdo em fungéo do tempo de parada, em uma faixa linear
de concentracéo de pesticida. Observou-se um aumento da sensibilibidade
do método com o aumentando o tempo de contato entre a enzima e o

pesticida, favorecendo uma maior inibicdo da acetilcolinesterase.

+ O método apresenta limite de detecgéo de 5,0x10"° mol.L" para solugdes de

paraoxon

* A correlagio entre a diferenca de altura de pico versus concentracdo de

paraoxon, é linear na faixa de 1,0x107 mol.L" a 5,0x10° mol.L", e desvio
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padrio relativo de 1,6 % (n=8) para uma solugéo de 1,0x10° mol.L” de

acetilcolina com uma solugdo de 5,0x10° mol.L” de paraoxon.

IX.3 Sistema FIA Espectrofotométrico:

A aplicagdo do sistema FIA espectofotométrico para a determinacao de
acetilcolina e paraoxon, com a utilizagéo de enzima imobilizada e membrana de

permeagcéo apresenta.

Sensibilidade e Reprodutibilidade do Método:

+ Boa sensibilidade, com concentragées minimas detectaveis para acetilcolina
(limite de detecg@o 1,0 x 10° mol.L™") e para o paraoxon (limite de detecgao
de 50x107 molL’ e um limite de deteccdo semi-quantitativo de

1x107 mol.L™).

+ A aplicagdo em preparado farmacéutico, verificada por teste de recuperacéo
utilizando o método de adigdo padrdo, mostrou uma exatiddo satisfatoria,

com um erro no maximo de 6,2% (n=3).

+ O método apresenta boa preciséo, para ambas as determinagbes (desvio
padréo relativo de 2,5%, para uma solugdo de acetilcolina 50 x 10° (n=8)), e
paraoxon (desvio padrdo relativo de 1,7%, (n=10) para uma solugdo de

acetilcolina mol.L™ 5,0 x 10° mol.L™' e uma solugdo de 5,0 x 10° mol.L" de
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paraoxon). Foi encontrada uma faixa linear de concentragdo de acetilcolina
versus altura de pico entre 1,0x10™ mol.L" a 5 0x10° mol.L”*, e uma faixa linear

de concentragdo de paraoxon versus altura de pico entre 1,0x107 mol.L" a

1,0x10° mol.L™.

IX.4 Comparagio entre os dois sistemas FIA de
deteccdo (condutométrico e espectrofotométrico) na
determinacéo de acetiicolina e paraoxon:

* Ambos possuem precisdo e exatiddo satisfatérias, embora o método
condutimétrico seja mais sensivel que o método espectrofométrico cerca de 5
vezes, tanto na determinacdo quantitativa de acetilcolina, quanto na

determinagdo quantitativa de paraoxon.

* Todas as outras caracteristicas anteriormente citadas para o método

condutimétrico sio igualmente validas para o método espectrofotométrico.
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IX.5 Comparagio entre os dois métodos de
imobilizagédo (“CPG” e silica gel modificada) da enzima
acetilcolinesterase para determinacgéo de acetiicolina:

* Ambos os métodos apresentam boa sensibilidade e reprodutibilidade, embora

0 método de imobilizagdo em “CPG” seja mais sensivel que o método de

imobilizagdo em silica gel modificada.

+ O método de imobilizagso em “CPG” permite uma maior utilizagio da coluna

enzimatica ( possui tempo de vida maior cerca de 2 vezes maior).
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