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Res umo l

RESUMO

Foi investigado nesse trabalho o uso de eletrodo de filme de 6xido de ruténio (1V)
(RuO;) como transdutor potenciométrico de biossensores a base de enzima
acetilcolinesterase (AChE). Eletrodos de composi¢do nominal RuTigO, (RuO, 100%
m/m) ¢ Rug3Tip702 (RuO; 30% m/m) foram preparados pela imobilizagdo de RuO; na
superficie de placas de titdnio metdlico, por meio da decomposigdo térmica, a 450 °C, de
solugdes de RuCl; e de TiCly (em HCI 1:1, v/v), previamente pincelados na superficie do
titdnio metélico. O potencial de equilibrio dos eletrodos de RuO; 30% ¢ 100%, em KNO;
0,1 mol L™, estdo de acordo com a transi¢fo de estado solido do par Ru™/Ru"™, que
ocorre com a participagiio de H'.

As investigagdes mostraram que ambos os eletrodos de RuO; apresentam resposta
rapida e nernstiana para pequenas variagdes na concentragdo de dcido acético, seja em
solugiio de KNOs 0,1 mol L como em solugdes tampdo fosfato 2,0 x 10 mol L.

A enzima AChE foi imobilizada na superficie do eletrodo de RuO; 100% pelo
procedimento de cross-linking com vapor de glutaraldeido e albumina de soro bovino. O
biossensor mostrou boa sensibilidade para a determinagdo de écido acético produzido na
hidrélise da acetilcolina, em solugio tampdo fosfato 5,0 x 10” mol L™ (pH 7,3). Uma
resposta linear na faixa de concentragdo, de 1,0 x 10 a 1,0 x 10" mol L de cloreto de
acetilcolina foi encontrada.

O biossensor mostrou alta estabilidade, apresentando 80% da resposta original,
mesmo apds 3 meses de uso continuo. Estudos de inibigdo pelo metil paration como
modelo de pesticida organofosforado foram realizados. A incubagfo do biossensor por 10
min em metil paration resultou numa curva de calibragdo da inibicdo versus log da
concentragdo de metil paration, na faixa de 5,0 x 10% a 1,8 x 107 mol L'". Os resultados
obtidos nos estudos mostraram que o biossensor pode ser usado para detectar pesticidas em

amostras reais.
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A[vstract i

ABSTRACT

It was investigated in this work the use of ruthenium dioxide film (RuQ,) as a
potentiometric transducer of an enzymatic biosensor based on acetylcholinesterase
(AChHE). Electrodes of nominal composition Ru;TiyO; (100% RuO, m/m) and Rug3Tip 70,
(30% RuO, m/m) had been prepared by the immobilization of RuO; on the titanium
support, by thermal decomposition, at 450 °C, of chloride precursors mixture solution,
which was previously spilled on titanium surface. The equilibrium potential of both
electrodes, 30% RuO; and 100% RuO., in KNO3 0.1 mol L isin according to the solid
state transition of redox pair Ru (IV) / Ru(lil), that occurs with the participation of H'.

The results had shown that both RuO; electrodes enable fast measurements for
small variations in the acetic acid concentration, either in solution of KNO; 0.1 mol L as
in 2.0 x 10” mol L phosphate buffer solutions.

The AChE enzyme from electric eel was immobilized on the surface of 100% RuO;
electrode by a glutaraldehyde in vapours and bovine serum albumin cross-linking
procedure. The biosensor has shown good sensitivity for the acetic acid produced in the
enzymatic hydrolysis of acetylcholine chloride, in the 5.0 x 10” mol L™ phosphate buffer
(pH 7.3). The calibration graph was linear from 1.0 x 10* to 1.0 x 10" mol L7 of
acetylcholine chloride.

The stability of the biosensor was high and even after repetitive use for tree months
the biosensor retained 80% of its original response. Inhibition studies of the biosensor by
parathion methyl as a model organophosphate pesticide was investigated. Incubation of the
biosensor for 10 min in parathion methyl solution resulted in a calibration plot of the
inhibition versus the log of parathion methyl that was linear over range 5.0 x 10* to 1.8 x

107 mol L. The results have shown that the biosensor can be used to detect

organophosphate pesticides in real samples.
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1.1 — Considerac¢ides Gerais sobre os Agrotéxicos

Os compostos orginicos sintéticos comegaram a ser usados como agrotéxicos no
mundo apds a Segunda Guerra Mundial. O uso desses compostos nos paises da Africa,
Asia e América Latina, que tém a agricultura como principal base de sustentagio
econdmica, foi intensificado apés fortes pressdes de organismos financiadores
internacionais, de que tal uso garantiria 0 aumento na produgfo de alimentos, contribuindo,
dessa forma, para o combate a fome nesses paises [1].

No Brasil, os agrotoxicos comegaram a ser usados em larga escala a partir da

década de 70. A Lei Federal n° 7.802, de 11/07/89 define o termo AGROTOXICOS como:

n
.

produtos e componentes de processos fisicos,
quimicos ou biologicos destinados ao uso nos setores
de produgdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos -agricolas, nas pastagens, na protegdo de
florestas nativas ou implantadas e de outros
ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja a de alterar a
composi¢do da flora e da fauna, a fim de preserva-la da
aclio danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como substdncias ¢ produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do
crescimento”.

Dada a grande diversidade de produtos, cerca de duas mil formulagSes comerciais
diferentes no Brasil, os agrotoxicos sdo classificados quanto a sua agfio e ao grupo quimico
a que pertencem. Nesse sentido, os agrotdxicos podem ser classificados como Inseticidas;
Fungicidas; Herbicidas; outros grupos como os Raticidas, Acaricidas; Nematicidas;
Fumegantes etc. A classificagio dos agrotoxicos quanto a sua agfo e ao grupo quimico a
que pertencem ¢ de grande utilidade para o diagnostico das intoxicagdes e instituigdo de
tratamento especifico [1.2.3].

Cabe ressaltar que os agrotoxicos ndo sdo usados exclusivamente na agricultura.

Por exemplo, muitos inseticidas que encontram uso intensivo na agricultura, especialmente

TSI K Ve e S 3 S et g ol S gt e e Ty
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nos sistemas de monocultura em grandes extensdes, sdo também empregados no controle
de pragas domésticas e na eliminacéo e controle de vetores transmissores de enfermidades
endémicas, em saude plblica. Muitos herbicidas e derivados de inseticidas encontram
aplicagdo para fins militares, como armas quimicas [3,4,5].

O Brasil encontra-se entre um dos maiores consumidores de produtos agrotoxicos
do mundo, seja para uso agricola, doméstico € em Campanhas de Saide Publica, segundo
dados da Secretaria de Politica Agricola do Ministério da Agricultura e Abastecimento, de
1995 [1].

Dentre os agrotoxicos, os inseticidas e herbicidas representam as classes de
compostos de maior preocupagdo para a sociedade, considerando-se o uso intensivo e em
grande escala dos mesmos na agricultura. Os inseticidas pertencem a quatro grupos
quimicos distintos: organoclorados; organofosforados, carbamatos e piretroides. Os
organofosforados € carbamatos encontram aplicagio também como fitossanitarios,
nematicidas, larvicidas e acaricidas sistémicos ou como zoossanitarios, no campo ou nas

residéncias domésticas [2-5].

(@) Organoclorados (OC)

Os compostos organoclorados sdo compostos clorados derivados do benzeno, do
ciclohexano ou do ciclodieno. Sdo exemplos o diclorodifeniltricloroetano (DDT), primeiro
composto orginico sintético a ser usado como inseticida, Aldrin, Endrin, BHC,
Endossulfan, Heptacloro, Lindane. Esses compostos foram os primeiros compostos a
serem utilizados na agricultura e no controle de insetos transmissores de doengas e demais
pragas. Embora esses compostos sejam menos toxicos (em termos de toxicidade aguda,
que provoca morte imediata) que outros compostos organo-sintéticos, sio mais persistentes
nos organismos, podendo concentrar-se nos tecidos adiposos, especialmente no abdomen,
cérebro e figado, e causar efeitos patologicos em longo prazo e impactos ambientais de
grandes proporgdes. A eliminagio dos OC se faz pela urina, cabendo destacar também a
eliminagdo pelo leite materno [1-5].

Dentre os problemas causados pelo DDT sobre os animais e seres humanos
destacam-se os efeitos no sistema reprodutivo e a diminuigdo da produgdo do leite

materno. Os OC podem apresentar, dentre outros, efeito cancerigeno, mutagénico e

et ey
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neurotéxico. Nos casos agudos, os organoclorados atuam no sistema nervoso central
(SNC), interferindo nas transmissdes dos impulsos nervosos, podendo causar alteragdes no
comportamento, no sistema imunoldgico, diminuindo a respostas do organismo as
infecgBes, na atividade da musculatura involuntdria, provocando distirbios sensoriais e
depressdo dos centros vitais, particularmente do sistema respiratério. Devido aos
problemas causados pelos OC, esses compostos foram progressivamente restringidos ou
mesmo proibidos em muitos paises [1,2- 5].

Apesar da proibigdo dos OC em muitos paises, muitos desses compostos sdo ainda
usados no Brasil, principalmente em culturas de hortaligas, como por exemplo, o uso de
fungicidas como Maneb, Zineb e Dithane em culturas de tomate e pimentdo. O Maneb e
Zineb podem provocar doenga de Parkinson ¢ o Dithane pode causar céncer, mutagdo ¢

malformagdes no feto 1].

(b) Organofosforados (OF)

Os organofosforados (OF) sdo compostos orginicos derivados do 4cido fosforico,
do 4cido tiofosforico ou do 4cido ditiofosforico. Sdo exemplos o Paraoxon, Folidol,
Azodrin, Malation, Diazinon, Paration ¢ Metil Paration.

Tais compostos apresentam toxicidade aguda para os insetos e, muitos desses
compostos, apresentam também toxicidade aguda para o homem e demais mamiferos. Por
outro lado, tém como principal vantagem o fato de ndo sofrerem acumula¢io nos
organismos, podendo sofrer rapida degradago e serem excretados pela urina. Assim, os
OF resolvem o problema da persisténcia e da bioacumulagdo nos organismos mas as custas
da maior toxicidade para os organismos, quando esses compostos ainda estio em atividade.
A agio toxica dos OF ou de seus produtos de bio-transformagdo (ou da transformagdo
ocorrida no meio ambiente) sobre os organismos deve-se a inibi¢do da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que catalisa a hidrélise da acetilcolina, um neurotransmissor
responsavel pela transmissdo dos impulsos entre células neuro-musculares [6,7].

Os compostos OF mais lipofilicos podem alcangar concentragdes significativas no

tecido nervoso e/ou outros tecidos ricos em lipidios. Sendo assim, os OF podem

desenvolver prontamente ou tardiamente os sinais clinicos da intoxicagfo. A toxicidade
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destes produtos estd intimamente ligada a sua bio-transformagdo, que pode ocorrer por

vérios mecanismos [8]. Dentre esses, encontram-se:

n Dessulfinacdo: constitui uma  das principais vias de bio-transformaciio dos
organofosforados, que envolve a conversdo da ligagdo P=S em P=0, resultando num
aumento acentuado da toxicidade do inseticida, como ocorre com o Paration, que ¢
convertido em Paraoxon, e Malation, que € convertido em Malaoxon;

»  Ovidacdo do Grupo Tioéter: esta via também resulta na formagdo de compostos mais

ativos, porém em menor grau;

n  Oxidacdo dos Substitutos Alifiticos: essa via também eleva em geral a toxicidade do

composto OF, como no caso do Diazinon.

No meio ambiente, os inseticidas OF podem sofrer os mesmos processos de

transformagdo, que ocorrem com relativa facilidade, visto que o O, do ar pode oxidar o
grupo fosforotioato, P=S, em P=0. A dgua pode também adicionar-se ao composto e
produzir compostos menos toxicos, reduzindo os problemas de contaminagdo e impactos

ambientais.

(¢) Carbamatos (CB)

Esses compostos sdo derivados do 4cido carbdmico, como por exemplo o Carbaril,
Carbofuran, Aldicarb, Temik, Zectram, Furadan. O mecanismo de agéo desses compostos é
semelhante aos OF, através da inibigdo da enzima AChE [4]. Esse processo, por outro lado,
¢ geralmente reversivel e muito mais rapido que no caso dos OF. Assim, embora as
intoxicagbes causadas pelos CB sejam igualmente graves, quando surgem os primeiros
sintomas de intoxicagdo, a dose absorvida estd bastante longe da dose letal, o que torna os
CB menos perigosos. A recuperagfo comega em pouco tempo j& que estes compostos sdo
rapidamente metabolizados pelos organismos humanos e eliminados pela urina, nio se
acumulando no organismo [4],

Na bio-transformagiio dos carbamatos. as reagdes de maior importancia

compreendem a hidrélise; a hidroxilagdo do grupamento metil (ligado ao nitrogénio), com

formagdo de compostos com menor toxicidade; a hidroxilagdo do anel aromatico,
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resultando em produtos que sdo mais t6xicos ou menos toxicos, como € o caso do Carbaril

18],

Os carbamatos possuem, além da inibicdo reversivel competitiva ou nfo-
competitiva, outros efeitos bioquimicos e farmacolégicos, incluindo um decréscimo de
atividade metabdlica do figado, alteragdes dos niveis de serotonina no sangue e um

decréscimo da atividade da gldndula tire6ide [5,7].

(d) Piretréides

Sdo compostos sintéticos que apresentam estruturas semelhantes A piretrina,
substincia existente nas flores do crisdntemo [3,4]. Alguns desses compostos sdo: aletrina,
resmetrina, decametrina, cipermetrina e fenpropanato. Os produtos comerciais & base de
piretroides sdo: Decis, Protector, K-Otrine ¢ SBP. Os piretroides sintéticos atuam no
sistema nervoso central e periférico, interagindo com os canais de Na', tanto nos
mamiferos quanto nos insetos. Em doses muito altas, despolarizam completamente a
membrana da célula nervosa e¢ bloqueiam a excitabilidade, podendo produzir danos
permanentes ou durante um longo tempo nos nervos periféricos {9].

Os piretréides sintéticos sdo bastante toxicos para os peixes e artrépodes aquaticos,
assim como para as abelhas; porém, na prética, os efeitos adversos sdo pequenos. Para os
passaros, a toxicidade destes praguicidas é baixa. Os piretrides sintéticos sdo geralmente

metabolizados no organismo dos mamiferos e excretados, ndo se acumulando nos tecidos

91

1.2 — Consideragdes sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE)

Dado o uso indiscriminado e ao pouco controle dos compostos OF ¢ CB ¢ o
desconhecimento da populagdo em geral sobre os riscos a saude, principalmente nos paises
em desenvolvimento, esses compostos t€m sido responsaveis pelas elevadas taxas de
intoxicagdes humanas ¢ em animais domésticos, durante ou ap6s a aplicagdo desses
produtos quimicos, quando os mesmos ainda se encontram na forma ativa [2,4]. Esses
inseticidas sdo agentes neurotoxicos inibidores das enzimas colinesterases, especialmente a

ACHhE, que catalisa a hidrolise da acetilcolina, um importante neurotransmissor envolvido

B o R S T A T A A be e il L
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nas transmissdes de impulsos nervosos. Os carbamatos, diferentemente dos
organofosforados, sdo inibidores reversiveis das colinesterases, porém as intoxica¢des
podem ser igualmente graves, pois afetam o Sistema Nervoso Central (SNC) [7,9].

Esses compostos podem ser absorvidos pelos organismos através da pele, por
ingestdo ou por inalagdo. Os OF, dependendo da forma de absor¢do ¢ da solubilidade nos
tecidos, podem desenvolver mais prontamente ou tardiamente os sinais clinicos da
intoxicagfo. Assim, por exemplo, por inalagdo de vapores do produto no ambiente os
primeiros sintomas aparecem em poucos minutos, enquanto que, pela ingestdo oral ou
exposi¢do dérmica pode haver um aparecimento tardio dos sintomas.

O sitio ativo especifico da enzima AChE envolvido na catilise da reagiio de
hidrolise da acetilcolina ¢ um aminodcido serina, ilustrado na Figura 1. Esse aminoacido
apresenta um grupo polar -OH, que ¢ responséavel pela interagdo com o neurdtransmissor.

Por simplicidade, a enzima com seu respectivo sitio ativo serd designada como Enz-Ser-

CH,OH.

L
HO— HgC——CI‘:—-C—OH Serina (Ser)
NH,

Figura 1: Estrutura do aminoacido Serina [10]

A Figura 2 mostra o esquema da reagdo envolvida entre a acetilcolina e o sitio
ativo da enzima AChE. Nessa interagdo um intermedidrio covalente acetil-enzima ¢é
formado, ocorrendo & formagdo e liberagdo da colina. Em seguida, o intermediario acetil-
enzima sofre hidrolise para formar dcido acético e colina, que sdo recapturados pelas
vesiculas pré-sinapticas, ¢ a enzima livre pode ser usada num outro evento de transmissio
de impulso nervoso [7,10].

Na presenga de inibidores da enzima AChE, ocorre aumento da concentragio de
acetilcolina na fenda sindptica. Se essa concentragdo permanecer alta, ocorre a

dessensibilizagio do canal a acetilcolina, provocando um colapso no sistema nervoso
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central, levando a perda da coordenagdo muscular, convulsdes e, finalmente, a morte

(7,11].
o +
H3C-C-O-CHz-CH2-N-(CHj3)s + ENZ - Ser ~CH,-0OH
Acetilcolina Enzima AChE
o
1 n

ENZ -Ser -(11,-O-C-CH; + HO-CH,-CH,-N-(CH3)3

intermediario colina
acetil - enzima

ENZ -Ser ~CH,-0OH + CH3;COOH

Enzima AChE Acido Acético

Figura 2: Mecanismo de catalise da acetilcolina pela enzima AChE.

1.3— Substincias que desativam a enzima AChE

A atividade enzimatica da AChE que ocorre nas terminagdes neuro-musculares, de
modo particular nas fendas sinapticas, pode ser afetada por algumas substdncias, que
podem provocar a inibigdo da atividade catalitica dessa enzima na hidrélise do
neurotransmissor. Dada a grande importincia do papel fisiologico da enzima AChE na
transmissdo de impulsos nervosos no sistema nervoso € no sistema neuro-muscular,

estudos da inibi¢fio dessa enzima por diversas substincias ou classe de substncias tém

sido realizados em grande extensio. Uma diversidade destes estudos encontra-se
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disponivel na literatura, como a inibigdo da AChE por alguns compostos, tais como:
organofosforados, carbamatos, ésteres e acidos sulfonicos [6].

Estudos da inibigdo enzimética sdo importantes porque as enzimas estfio envolvidas
nos principais mecanismos de controle dos sistemas biologicos e podem ser utilizados em
muitos diagnésticos de doengas e tratamento. Vdarios medicamentos e agentes toxicos
atuam por meio da inibigdo de enzimas [6]. A inibi¢do enzimatica pode ser reversivel e
irreversivel. Os inibidores irreversiveis reagem quimicamente com as enzimas, levando a
uma inativagdo praticamente definitiva, pois podem formar uma ligagdo covalente com um
residuo de aminodcido, por exemplo, serina ou cisteina. A inibigdo reversivel pode ser
competitiva, incompetitiva ou mista. Os inibidores competitivos apresentam configuragdo
espacial semelhante & do substrato e sfo capazes de se ligar ao sitio ativo da enzima,
produzindo um complexo enzima-inibidor semelhante ao complexo enzima-substrato [12].

Na inibigdo incompetitiva, por outro lado, a substéncia liga-se a um sitio diferente
do catalitico, provocando desativagdo por modificagdo na conformagfio da enzima. Na

inibigdo reversivel, a enzima e o inibidor estdo em equilibrio, como mostra 0 esquema da

Figura 3.

kI k3
E+S — ES —E +P
+ k2
EI — 1
K,
k2+k3

Figura 3: Esquema de uma inibigdo reversivel. Ky € a constante de

Michaelis-Menten ¢ K1 € a constante do inibidor [12].

Entre as substincias inibidoras destacam-se a neostigmina e a fisiostigmina, que

inibem a atividade da enzima AChE de tal forma que esta, apesar de estar presente nas
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sinapses, ndo hidrolisa a acetilcolina na placa terminal. Com isso, aumenta a quantidade de

acetilcolina na fenda sinaptica, ap6s impulsos nervosos sucessivos [10,13].

As substincias neostigmina e a fisiostigmina ligam-se ao sitio catalitico da enzima
AChE formando um complexo carbamil-enzima, mostrado na Figura 4, que ¢ hidrolisado
lentamente, levando a desativagdio da enzima por vdrias horas, impedindo que a AChE

hidrolise de imediato a acetilcolina secretada na placa terminal [10,13].

0]

H;C )
/N-—C—O——CHQ—Ser—Enz

H;C

Figura 4: Complexo carbamil-enzima.

Porém, doses controladas dessas substincias e de outros inibidores da AChE sdo
utilizadas como farmacos no tratamento de algumas doengas. As substincias neostigmina e
a fisiostigmina sdo utilizadas no tratamento de pacientes portadores da doenga miastemia,
que se caracteriza pela incapacidade das fibras nervosas em transmitir sinais para as fibras
musculares. Quando o mal funcionamento dos musculos atinge os 6rgdos vitais, o paciente
pode morrer de insuficiéncia respiratdria, devido & paralisia dos misculos respiratorios [7].

A Figura 5 mostra alguns importantes compostos derivados do 4cido carbdmico que
atuam como inibidores da enzima AChE.

Os compostos organofosforados sdo inibidores potentes da enzima AChE. S#o
capazes de inibir irreversivelmente esta enzima por meio do ataque nucleofilico sobre a
cadeia lateral do aminodcido serina, presente no sitio ativo da enzima, produzindo uma
serina fosforilester, que ¢ hidrolisada muito lentamente [6,10,13]. Os compostos di-
isopropil-fosfofluoridato (DIPF) sdo considerados os inibidores mais potentes da AChE. O
DIPF forma complexos covalentes fosforil-enzima muito estdveis (di-disopropil-fosforil-

enzima) [10,13], como mostra a Figura 6.

o b A ety e S e g s R S T ek
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0 . 0
+ Il _CH G+
(H;C)N 0—C—NL 7 N O—I(}‘-N(CHS
CH3 CH3
Neostigmina Piridostigmina
CHNO,
(H3C)2NCH3—m—-CH28CH2CH2N H—C—NHCH;
Ranitidina

Figura 5: Alguns compostos que atuam como inibidores reversiveis da enzima AChE [13].

I'I
H;C-C-CH 3

HyC-C-CH 3
]
|

di-isopropil-fluorfosfato (DIPF)

l ENZ - Ser - ('11,-OH

H
H5C - (' CH ;
o
ENZ - Ser - CII;-O- ll’=0 + HF
o
1;C - (I CH ;
i

Ester di-isopropil-fosforico da enzima
derivado fosforilado inativo

Figura 6: Esquema da reago envolvida na inibi¢do da enzima AChE pelo di-

isopropilfluorfosfato (inibi¢do irreversivet) .

SISBIUFU
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A importéncia do estudo do DIPF como inibidor se deve ao fato de que ele nio
inibe somente a AChE, inibe também outras enzimas que possuem um residuo de serina
essencial em seus sitios ativos como, por exemplo, a quimotripsina, a tripsina, a
fosfoglicomutase € vdrias estereases.

O DIPF, Sarin e o Tabum sdo compostos que apresentam utilidade militar como
gases neurotoxicos em guerra quimica. S8o capazes de inativar a enzima AChE por virias
semanas, causando paralisia respiratria com conseqiiéncia morte por sufocamento

[6,10,14]. O Tabum e o Sarin, ilustrados na Figura 7, estdo entre as substancias inibidoras

da enzima AChE mais toxicas.

; P
Il
(CH3)2N——II>——-CN H3C—C|3—O—-II)—F
OC,H; CH; CH;j
Tabum Sarin

Figura 7: Inibidores irreversiveis da enzima AChE [4,5,9].

Devido a capacidade de inativarem a enzima AChE, inseticidas OF ¢ CB sio
compostos com alta aplicabilidade no combate s pragas na agricultura. O modo de agio
dos CB é semelhante aos dos compostos OF, exceto que com estes compostos a enzima
AChE ¢ carbamilada e, geralmente, sua inibigdo ndo € irreversivel e tem curta duragio.

Com isso, os distirbios provocados no sistema nervoso central por esses compostos sdo

menos intensos [7,9].

1.4 — Métodos de Determinagdo de Organofosforados e Carbamatos

O uso intensivo de grandes quantidades de OF e CB na agricultura, principalmente
em monoculturas, deixam residuos desses compostos nas plantas e no solo, os quais podem
contaminar os alimentos € os mananciais de agua. Considerando-se a toxicidade aguda

dos OF e CB, na forma nativa ou dos compostos derivados da transformagio desses
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inseticidas, nos organismos ou 1o meio ambiente, uma diversidade de métodos encontram

se descritos na literatura para a determinagdo destes compostos nos alimentos, bem como
9

: o e i
nas matrizes ambientais, como solo e corpos d’agua, particularmente aquela usada para o

consumo pelo homem ¢ animais [5,8]. Esses métodos buscam, em geral, alcangar
s

seletividade e sensibilidade suficientemente elevados, tendo-se em vista as baixas

concentragdes dos compostos orginicos toxicos e a elevada complexidade das amostras

*

em termos de composi¢do quimica, nas quais esses compostos se encontram. A busca por

métodos analiticos confidveis que atendam ndo somente aos requisitos de maiores

seletividade e menores limites de detecgdo, mas também a requisitos como simplicidade
H

menor custo e rapidez da andlise € ainda uma 4rea de pesquisa de grande interesse

De acordo com a Resolugdo CONAMA 20/86, os niveis de concentragio

permitidos para 0s pesticidas organofosforados e carbamatos totais em dguas destinadas ao

abastecimento publico € de 10 pg L' em Paration [14]. Deve-se considerar ainda que os

baixos niveis de concentraglo desses compostos normalmente encontrados nos corpos

d’4gua ndo representam uma situagdo real, pois a maior parte dos pesticidas podem se

encontrar adsorvidos nas particulas
8]. Assim, a concentragdo de um dado analito num corpo d’4gua

coloidais dos solos, sedimentos ou dos sélidos em

suspensdo na agua [
torna-se dificil de ser estabelecida, pois depende da geoquimica e da dinimica de

funcionamento dos solos ¢ ambientes aquaticos, como o pH, tipo e abundancia de argilo-

minerais, teor de matéria organica ¢ de oxidos/hidréxidos de ferro, manganés e aluminio
2

reatividade quimica, gradientes
s toxicos de uma substincia podem se manifestar muito tempo depois de

hidraulicos, porosidade e permeabilidade das [8]. Muitas

vezes, os efeito

sua introdugdo no meio ambiente, podendo se dar em dreas pontuais ou ao longo de

estruturas geologicas lineares, como as falhas [4,8,15].

A maioria dos métodos desenvolvidos para a determinagdo de organofosforados e

carbamatos em alimentos € amostras ambientais estdo baseados na cromatografia gasosa

(CG) ou na cromatografia liquida (cL) [
ormalmente extraidos e concentrados numa etapa

16,17]. Nesses métodos, os compostos

organofosforados € carbamatos sdo n

prévia & andlise cromatogréfica, tendo-se em vista a composi¢do quimica complexa da

amostra e os baixos niveis de concentragdo (da ordem de pg L) dos inseticidas nas

amostras em  questdo. Para a analise cromatografica, sdo empregadas colunas de

separagdo em conjunto com sistemas detetores, para a separagdo ¢ a detecgdo dos

presentes nos extratos obtidos da

s amostras [18].

compostos
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De modo geral, a cromatografia gasosa (CG) € bastante explorada na determinagio
de pesticidas organofosforados, enquanto a técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detecgéo UV ¢ mais empregada na determinagdo de carbamatos, pois esses
compostos sio termicamente instdveis [19,20]. A principal limitagio da cromatografia
liquida (CL) na determinagdo de organofosforados ¢ a baixa sensibilidade da detecgiio UV,
comparada a detecgdo Nitrogénio-Fésforo (DNP) empregados na CG para esses compostos
[21,22,23].

Atualmente, o uso de detetores eletroquimicos acoplados a técnica CL contribuiram
para a maior exploragdo dos métodos CLAE na determinagdo de certos organofosforados,
em alimentos e demais matrizes ambientais como as aguas e solos, pois esses detetores tém
garantido maior seletividade e menores limites de detecgdo que os detetores UV na
determinagio dos referidos compostos [24,25]. '

O uso da técnica CLAE com detecgdo eletroquimica pode ser utilizada na
determinagao de pesticidas organofosforados que apresentam grupos nitro ou azo em suas
estruturas, os quais podem ser eletroquimicamente reduzidos nos eletrodos. A maior
sensibilidade da detecgdo eletroquimica possibilita que uma menor quantidade de amostra
seja empregada na etapa de separagéo e concentragao dos compostos orgdnicos de interesse
para alcangar os niveis de detecgdo exigidos pela técnica CLAE [15].

A principal desvantagem dos métodos cromatograficos é a necessidade de se
utilizar procedimentos de tratamento da amostra, prévios a andlise cromatografica, para a
separagdo e concentragdo dos pesticidas. Esses procedimentos em geral consomem muito
tempo, além de consumirem grandes quantidades de solventes ou necessitarem de
materiais sélidos para a extragdo s6lido-liquido, de custo proibitivo. Devido a essas
dificuldades, os métodos cromatogréficos tornam-se invidveis para anélises de rotina,
quando ndo se deseja discriminar os compostos OF e/ou CB presentes na amostra mas
somente determinar a concentragdo total desses compostos nas amostras. Nesses casos, 0s
métodos enziméticos tém-se mostrado bastante promissores, tendo-se em vista a elevada
seletividade ¢ sensibilidade para a detecgdo de determinada classe de compostos organicos.

Nesse contexto, 0s biossensores t€m sido principalmente explorados para
detectar/determinar a quantidade total de pesticidas nas amostras ou nos extratos obtidos
dessas amostras. Recentemente, a adaptagdo dos biossensores como detetores de CLAE

vém sendo também proposta para aumentar a sensibilidade ¢ a seletividade da detecgdo dos

compostos OF ¢ CB separados por cromatografia liquida [15,26].
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Dentre os métodos enzimaticos, os biossensores baseados na atividade da enzima
AChE sobre a hidrolise do cloreto de acetilcolina t€m sido bastante explorados na
determinagio de tragos de inseticidas organofosforados e carbamatos [15,26, 27,28 29]1. A
simplicidade para a preparagdo, 0 baixo custo dos detetores e a rapidez das anélis,es t;ﬁ,m
contribuido para a diversidade de biossensores propostos na literatura para aplicagdes em
anélises de inseticidas OF e CB em alimentos, em fluidos biologicos ¢ em amostras
ambientais. A adaptagdo dos biossensores em sistemas de analise em fluxo continuo
tornam os métodos enzimaticos mais eficientes, rapidos e sensiveis {30].

Os aspectos gerais sobre o funcionamento e tipos de biossensores aplicados na

determinagdo de pesticidas OF e CB serdo apresentados no item 1.5.3.

1.5 — Biossensores

1.5.1 — Definigiio e Aspectos Gerais

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico que reconhece uma
determinada substancia quimica na solugdo (ou substrato) por meio de um componente
biolégico ativo, que se encontra conectado a um transdutor, que ¢ responsdvel pela
transformagdo do sinal de bio-reconhecimento num sinal optico ou elétrico [31,32].

A maioria dos biossensores propostos na literatura envolve a transformagéio de um
substrato num produto, por meio de uma reagao quimica catalisada pelo material biolégico
(eq. 1.1), que se encontra normalmente imobilizado na superficie de um suporte ou do

proprio transdutor, que monitorard o desaparecimento do substrato, do reagente ou o

aparecimento do produto que ¢ formado na reagdo [32].

material
bioldai
Substrato + Reagente 0082 5 Produtos (1.1

Os biossensores sdo diferenciados de acordo com o componente biologico usado
b

que pode ser um anticorpo ou antigeno, uma enzima, um tecido animal ou vegetal, células
’ s
bactérias, organelas, etc. Esses materiais biocataliticos estdo intimamente conectados a

transdutores que podem ser dpticos, eletroquimicos, outros.
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Devido a grande variedade de componentes biolégicos associados a disponibilidade
de vérios transdutores, pode-se obter uma grande variedade de op¢des frente ao
desenvolvimento de metodologias analiticas. Com isso, a escolha do material bioldgico
associado ao tipo de transdutor, bem como a escolha das condi¢des Otimas para produzir o
sinal analitico desejado definem a seletividade ¢ a sensibilidade da anélise [31].

Dentre os materiais biologicos usados na preparagdo de biossensores, as enzimas
tém sido as mais exploradas. O biossensor enziméatico mais conhecido ¢ a base de glicose
oxidase (GOD), que encontra larga aplicagdo em andlises clinicas, no controle e
diagnéstico de pacientes portadores de diabete € outros desequilibrios de glicemia no
sangue [30,31,33,34]. A reagiio enzimética envolvida quando esse biossensor é colocado

em contato com a solug@o aquosa tamponada de glicose €

Glicose + 120, + H,0 —%=—> AcidoGliconico + H,0, (1.2)

Nos biossensores a base de GOD, a concentragdo de glicose é normalmente
determinada pela concentragdo de O consumida ou de H,O; produzida na reagio de

oxidagdo da glicose, catalisada pela enzima GOD, empregando-se um sensor ou transdutor

adequado.
O principio basico para se empregar um transdutor num biossensor enzimatico é a

capacidade deste em detectar uma substancia quimica envolvida na reagfio catalisada pela

enzima e produzir um sinal analitico de alta seletividade. Os transdutores sdo, portanto,

sensores responsz’weis pela conversio do sinal fisico-quimico num sinal Optico ou

eletricamente detectavel. Os transdutores mais empregados para essa finalidade sdo os

espectrofotométricos e os eletroquimicos. Devido a simplicidade da instrumentagio usada

para a medida do sinal e 0 baixo custo, os transdutores eletroquimicos tém sido muito

explorados na construgdo de biossensores, sendo os potenciométricos € os amperométricos

os mais utilizados [31]. |
A importancia dos biossensores enzimdticos com detecgfio eletroquimica tem

crescido nas Gltimas décadas devido & combinagdo das vantagens oferecidas pela alta

seletividade dos sistemas bioquimicos e pela sensibilidade da transdugfio eletroquimica

(35} A Tabela 1 apresenta alguns biossensores eletroquimicos  disponiveis

comercialmente.
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Tabela 1: Alguns biossensores enzimaticos disponiveis comercialmente [35]

Substrato Enzima Substincia monitorada / Sensor
Glicose Glicose oxidase H,0; ou O, / amperométrico
Uréia Urease H*, NH3, NH4" / potenciométrico
Alcool Etilico Alcool oxidase H,0,, O, / amperométrico
Oxalato Oxalato oxidase H,0,, O, / amperométrico
Salicilato Salicilato hidroxilase H,0,, O, / amperométrico
Lactato Lactato dehidrogenase O, / amperométrico
Penicilina Penicilinase H" / potenciométrico

Acido Urico
Acido Acético
Acido Ascorbico
Acido Léctico
Creatinina

Acido PirGivico

Urato oxidase
Alcool oxidase
Ascorbato oxidase
Lactato oxidase
Creatinase
Piruvato oxidase

p-galactoxidase +

O, / amperométrico
O, / amperométrico
O, / amperométrico
H,0, ou Oy / amperométrico
NH; ou NH," / potenciométrico

O, /amperométrico

H,0, / amperométrico

Lactose
glicose oxidase
L-lisina Lisina descarboxilase CO, / potenciométrico
Acetilcolina Colinesterase H' / potenciométrico

Os biossensores enzimaticos sdo dispositivos analiticos versdteis que tém

substituido as técnicas convencionais devido a capacidade destes para determinarem

os analitos em amostras complexas, em tempo real. A facilidade de

seletivamente
preparagdo, a rapidez da analise, o baixo custo, a sensibilidade e a facilidade de

miniaturizag¢do constituem pardmetros relevantes para o rdpido crescimento desses *
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sensores em analises in vivo e em sistemas em fluxo, em diferentes dreas tais
como:

medicina, alimentos € ambiental [30,31].

O uso dos biossensores enzimaticos na medicina tém merecido consideravel
ve

atengdo, seja para a detecgdo ¢ controle de algumas doengas, como também par
ara o

monitoramento in vivo de metabdlitos, drogas e diagnostico de doengas. Dentre e
. sses,

destacam-se os biossensores a base da enzima AchE no sangue [36,37], os biossensores 4
’ ’ res a

base de urease para a determinagdo de 4cido (rico, para o diagnéstico e tratamento d
e

desequilibrios hematologicos e os biossensores a base de glicose oxidase (GOD). Esse
. s

Gltimos encontram larga aplicagdo em analises clinicas, no controle e diagndstico de

pacientes portadores de diabete e outros desequilibrios de glicemia no sangue

[30,31,33,34,38]
[31,35].

e também na area de alimentos, no controle em processos de fermentagdo

152 — Tipos de transdutores eletroquimicos empregados nos Biossensores

Enzimaticos

a) Transdutores Potenciométricos

O principio bésico de funcionamento desses transdutores € o aparecimento de um
potencial na interface eletrodo-solugdo, que ¢ dependente da atividade de uma das espécies

envolvidas na reagdo enzimatica. A medida do potencial desses sensores € realizada em

relagio a um eletrodo de referéncia, geralmente o Ag/AgCl, em solugdo de KCl, sob

concentragdo definida. Os sensores potenciométricos normalmente usados com
0

transdutores de biossensores sdo o
& Montalvo construiram o0 primeiro biossensor potenciométrico para a

s eletrodos ion seletivos (EIS) a base de membrana

solida. Guilbault
¢do de uréia por meio da imobili
e um eletrodo de vidro seletivo a fons amdnio [39]

determina za¢do da enzima urease numa matriz de

poliacrilamida, na superficie d
Dentre 0S Sensores potenciométricos, 0 eletrodo de vidro sensivel a H' tem sido o

mais explorado na preparagdo de bio
diferente dos eletrodos redox, pois ndo envolve troca de elétrons na

ssensores. A origem do potencial nesse eletrodo se da

por um mecanismo
eletrodo-solugdo. No eletrodo de

e vidro para H".

interface vidro a origem do potencial deve-se & elevada

seletividade da membrana d
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A adsorgdo seletiva desse fon leva a um excesso de H' na superficie da membrana,
produzindo uma separagio de cargas na interface eletrodo-solugio, que € responsavel pela
diferenga de potencial (ddp). Essa ddp ¢ governada pela atividade de H* ng solugdo de

medida, que por sua vez afetard o potencial da membrana de vidro.
A variagdo do potencial da membrana de vidro pode ser medida empregando-se um

eletrodo de referéncia interno de Ag/AgCl (HCI 0,1 mol L), que faz parte do eletrodo de

vidro, e um eletrodo de referéncia externo de Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L") para completar

o circuito da medida.
A dependéncia entre o potencial do eletrodo de vidro, Eyig, ¢ a atividade de H,

an+, € descrita por meio de uma expressdo semelhante 4 equagdo de Nernst:

Evidro k + 09059 lOg A+ (l 3)

onde, k inclui vérios termos constantes como ag. da solugdo interna do eletrodo de vidro e

o potencial do eletrodo de referéncia interno.

O eletrodo de vidro tem sido bastante explorado como transdutor potenciométrico
de biossensores baseados na enzima AChE [39,40,41]. Nesses biossensores, o 4cido

acético produzido na hidrdlise da acetilcolina, catalisada pela enzima AChE, ¢ o

responsavel pelo sinal potenciométrico medido:

. AChE N

CH;COO(CHY),N'(CHsCT +  1hO — 21 . CH;COOH  + HO(CH, );N*(CHy);CI
Cloreto de colina

(1.4

Cloreto de Acetilcolina

Outros transdutores potenciométricos foram também propostos para a detecgdo do

dcido acético produzido, tais como 0s eletrodos & base de 6xidos metélicos como Pd/PdO ¢

Ir/IrO, [28,42] e os transistores com efeito de campo sensiveis a H' [43,44].
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b) Transdutores Amperométricos

Os sensores amperométricos, diferentemente dos potenciométricos, sio empregados
quando uma das substéncias envolvidas na reagdo enzimética é eletroativa, isto ¢, pode

ser oxidada ou reduzida eletroquimicamente num eletrodo, produzindo uma corrente que

¢ proporcional 4 concentragdo da substdncia analisada.
As enzimas Oxido-redutases sdo as tipicamente usadas em biossensores corm

transdutores amperométricos. As enzimas oxido-redutases catalisam a reagdo de oxidacio

de uma classe de substratos pelo O,, com a produgéio de H,0,, como representa a equagdo

1.5:
Substrato + O, _onZima_ - produtos + H,0, (1.5)

A concentragio do substrato pode ser determinada pela detecgio do O, ou do H,0,
sobre um eletrodo de Pt, mantido num potencial constante, para a redugdo de O, ou
oxidaciio de H,0,. O exemplo mais conhecido desse tipo de biossensor enzimatico é o
biossensor & base de glicose oxidase (GOD), que foi extensivamente estudado e &
atualmente o biossensor comercial mais amplamente difundido em anilises clinicas, para a

determinagdo de glicose. A enzima GOD catalisa a oxidagdo da glicose pelo O, de acordo

com a equagdo a seguir:

Glicose +1/20 , + H,0 —%2— Acido glicdnico + H,0, (1.6)

As reagdes de redugdo do O; e oxidagdo de H,O, envolvida nos transdutores

amperométricos de Pt sdo, respectivamente:

0, + 4H" + 4¢- —> 2H:0 (1.7)

H,0, — %02 +2H + 2¢” (1.8)
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O primeiro biossensor enzimético & base de GOD foi desenvolvido por Clark &
Lyons [45]. Nesse biossensor, a enzima foi fisicamente imobilizada numa membrana
de celulose regenerada, que se enconirava presa a superficie de um eletrodo de Pt, usado
para acompanhar eletroquimicamente 0 COnsumo de Oa. Esse biossensor amperométrico
foi sensivelmente methorado por Updike & Hicks [46], utilizando-se gelatina para a
imobilizagdo da glicose oxidase na superficie do eletrodo. A partir destes, uma grande

diversidade de biossensores & base de GOD foram desenvolvidos, para finalidades

diversas, e encontram-se¢ descritos na literatura [47,48,49,50].
Outra classe de biossensores com transdutores amperométricos bastante estudada ¢

aquela que utiliza a enzima AChE. Nesses biossensores, trés tipos de detecgo

amperométrica sio freqlientemente utilizadas:

1° Tipo: Determinagéo indireta da colina pela medida do H,0, produzido na reagio de
oxidagdo da colina pelo 0,3, que ¢ catalisada pela enzima colina oxidase (ChOD). Nesses

biossensores, as enzimas AChE e ChOD estdo imobilizadas juntas [51] ¢ a seguinte

seqiiéncia de reagBes enzimdticas estdo envolvidas:

CH,COO(CH,), N *(CH),Cl™ + H,0 —&%5 CH,CO0H + HO(CH,),N*(CH,),CI” (1.9)

Cloreto de Acetilcolina

cloreto de colina

Cr +20, + H,0 —&9% 5 HO,(CH,N"(CH,),CI" + 2H,0, (1.10)

HO(CH,),N"(CH,),
Cloreto de hidrobetaina

Cloreto de Colina

ndireta da colina pela medida do O, consumido na reagiio de

2° Tipo: Determinagdo i
a ChOD (eq. 1.10) [52].

oxidagfio da colina. catalisada pela enzim

3° Tipo: Determinag¢do eletroquimica direta da tiocolina produzida, quando se utiliza a

acetiltiocolina como substrato enzimatico:

(cn1,), N(CH,),SCOOCH,, + H,0 o8, (CH,),N(CH,),SH + CH,cOOH  (I.11)

Acetiltioc olina

Tiocolina

SISBY/UFU
219849
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A tiocolina pode ser detectada por oxidagio eletroquimica num eletrodo de Pt [53]

ou num eletrodo de carbono quimicamente modificado [29]. A cquacdo da reagdo

envolvida no eletrodo €, dada pela equagdo 1.12:

2(CH,), N(CH, )81 7 (CH,), N(CH,),SS(CH,), N(CH,), + 2H 4 2¢- (1.12)
Ditiocolin a

Tiocolina

Muitos biossensores amperométricos & base de AChE foram desenvolvidos para
uso em analises clinicas, para diagnésticos e tratamento de doengas como por exemplo, o

Mal de Alzheimer [34,37]. O emprego desses biossensores para a determinagdo de OF e

CB em amostras de alimentos e de matrizes ambientais como solo e aguas vem sendo

também bastante explorado [31].

c¢) Transdutores Condutométricos

Os transdutores condutométricos sdo empregados quando o bioreconhecimento do

substrato pela enzima produz mudangas na condutividade elétrica da solugdo em contato

com o eletrodo, devido ao consumo ou produgdo de espécies idnicas [54].

Uma variedade de biossensores enzimaticos com transdutores condutométricos

encontram-se descritos na literatura, envolvendo a produgio de NH," ou de H* [301,
ontram

Dentre esses, encontram-se 0s biossensores d base de ACHE, que produzem

4cido acético, de acordo com a equagdo 1.4, que € responsdvel pela variagio da

condutividade da solugdo [30,55].
As principais vantagens dos biossensores condutométricos sio g simplicidade de

operagdo e o baixo custo dos detectores. Como principais desvantagens, encontram-se a

baixa sensibilidade e a dependéncia da condutividade com a temperatura.

A e
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1.5.3 — Biossensores i base de AChE aplicados na determinagiio de OF ¢ CB

Um diversidade de métodos enzimdticos baseados na inibigdo da atividade
biocatalitica de enzimas encontra-se descrita na literatura para a determinagéio de OF ¢ CB
em amostras reais [28,56.57.58.59.60,61.62.63].

Devido ao fato dos compostos OF e CB serem inibidores de enzimas colinesterases
como a acetil ou a butirilcolinesterase, essas enzimas t€m sido bastante investigadas como’
componente biologico dos biossensores [24, 56-61]. A inibigdo da atividade catalitica da
enzima AChE provoca uma diminuigio da taxa de hidrolise da acetilcolina (eq. 1.4),

afetando a quantidade de 4cido acético ou de colina que ¢ produzida, quando uma

quantidade definida de acetilcolina € utilizada. As mudangas nas quantidades das

substncias produzidas sdo proporcionais & taxa de inibigio da enzima e podem ser

acompanhadas ~ por  transdutores  amperométricos  [57-60,64,65,66.67 68 69]

potenciométricos [42.70.71.72] ou condutimétricos [73].

ACHE
+ Hyo —2T ., CH3C00H + HO(CHy), N (CH3),C1- (1.13)
AD

CH3COO(CH;), N*(CH3)3CI™
acido acético cloreto de colina

Cloreto de Acetilcolina

A resposta do biossensor para uma quantidade definida de substrato obtida antes e

ap6s a inibicio da enzima fornece a taxa de inibigdo, (I), do sinal eletroquimico. Esse
pardmetro relaciona-se diretamente com a concentragdo de OF e/ou CB na solugio.

" Nos biossensores amperométricos, a determinagio de pesticidas pode envolver um
sistema de duas enzimas, como AChE e colina oxidase, e um detector amperométrico de
O; [74] ou de H,0; [57]. Alternativamente, foram propostos como substratos os ésteres de
tiocolina [38-60.63.66.75.76] ou o p-aminofenilacetato [67.69]. que produzem ng hidrdlise
enzimética, as substancias eletroativas tiocolina € p-aminofenol, respectivamente.

Uma diversidade de biossensores colinesterase com transdudores potenciométricos
foram também investigados para a determinaglo de pesticidas OF e CB. Esses
biossensores ufilizam como sensores os eletrodos convencionais de vidro [69-71] ou
eletrodos a base de oxidos metalicos como Pd/PdO, Ii/IrOa. Sb/Sby0;. em menor extensio

[28.42,77,78] para medir as mudangas na quantidade de acido acético que € produzida ng
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hidrélise enzimética da acetilcolina, antes ¢ apds a inibi¢do da enzima pelos referidos

pesticidas.
Embora os biossensores amperométricos sejam freqlientemente considerados como

mais réapidos e sensiveis do que os potenciométricos, esses Gltimos sdo mais simples e

compativeis com os sistemas de medidas convencionais [77].
1.6 — Consideracdes gerais sobre a imobilizagio da enzima AChE

A imobilizagdo da enzima AChE nos biossensores ¢ uma etapa fundamental para a
preparagio dos biossensores, considerando-se o elevado custo da enzima, que inviabiliza o
seu uso em solugdo. Essa imobilizagdo pode ser feita sobre um material suporte ou
diretamente na superficie do eletrodo, utilizando-se diversos métodos.

A imobilizagdo da enzima por adsorgdo sobre um material suporte sélido como a
silica gel, o vidro ¢ a alumina pode envolver interages do tipo forgas de Van der Walls,
dipolo-dipolo ¢ pontes de hidrogénio. Esse tipo de imobilizagdo de enzimas tem como
grande vantagem a simplicidade de execugdo. No entanto, esse método apresenta grandes
dificuldades, tais como: falta de reprodutibilidade na forma de imobilizagio da enzima;
possibilidade de lixiviagio da enzima durante o processo de medida; possibilidade de perda
acentuada da atividade da enzima, quando imobilizada; diminui¢do e perda da atividade da

enzima durante o uso, frente aos efeitos de pH, forga i6nica, solventes e temperatura

[32,79,80].
Diversos métodos de imobilizagdo pelo trapeamento da enzima em eletrodos de

pasta de carbono [80,81], em celulose polihidroxilada ou criohidrogel [82] e em polimeros

olipirrol [83,84] encontram-s¢ descritos na literatura. Esses métodos tém

derivados de p
como principal vantagem o uso de procedimento relativamente simples. Entretanto, podem

apresentar problemas associados a lixiviagdo, devido aos diferentes tamanhos de poros nos
polimeros, como também problemas de tempo de resposta, pela dificuldade de difusiio das

espécies envolvidas através das membranas [32,79,81]. Recentemente, métodos de

imobilizagdo de enzimas por oclusdo em ma
nsagdo de precursores alcoxidos, tém sido explorados por diversos

teriais produzidos pelo método sol-gel, obtidos

pela hidrolise e conde
autores [79,85,86]. Esses materiais exibem vérias vantagens como a rigidez fisica, a inércia

quimica, a estabilidade térmica € baixa tendéncia para inchamento [85,86].
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A imobiliza¢io de enzimas pelo método da formagdo de ligagdo covalente envolve
a formagdo de ligagdes entre o suporte solido e a enzima. Os suportes mais utilizados sio
polimeros como agar-agar, celulose, membranas de coldgeno, esferas de vidro, etc. As
ligagdes covalentes sdo estabelecidas entre os grupos funcionais especificos da enzima, que
ndo sdo essenciais para a sua atividade catalitica, com os grupos reativos presentes no
suporte solido ou na superficie do eletrodo. As grandes vantagens deste método sio a
minimizago da lixiviagdo e a maior estabilidade do complexo enzima-suporte em relagido
aos efeitos da variagdo do pH, da forga jonica, do solvente. Entretanto, o método apresenta
alta possibilidade de perda da atividade enzimética devido & reagiio com grupos funcionais
do sitio ativo da enzima, como também pela deformagio da estrutura tridimensional da
mesma [79].

O método da formagdo de ligagdes covalentes cruzadas ¢ muito explorado para a
imobilizagdo de enzimas. Nesse método tem-se a formagdo de ligagdes covalentes entre os
grupos funcionais da enzima e do suporte, utilizando-se reagentes multifuncionais como o
glutaraldeido e o dcido NN’-bis-diazobenzidina-2,2 "-dissulfonico [87]. O glutaraldeido & o
reagente mais amplamente utilizado para esse tipo de imobilizag¢do de enzimas.

Diferentes mecanismos foram propostos para explicar a imobilizagdo da enzima por
meio do glutaraldeido. Um esquema provavel dessa reagfio estd mostrado na Figura 8 [87],

envolvendo os grupos carbonila do glutaraldeido com os grupos amina (NH,) da enzima,

formando um produto macromolecular.

—CH=N—enzima—N =CH(CH,);CH=N —enzima—N =CH—

Zz—

i
(I‘.H
OHC(CH,),CHO + endma ——=  (CH)
Glutaraldeido GH
N

—CH= N_—J:uzinm-—N =CH—

para a imobilizagdo de enzimas pelo método da Ligagiio

Figura 8: Esquema proposto
deido [84].

Covalente Cruzada utilizando 0 glutaral

R T Y ST £ R s iz A e S e e e e 2
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As principais vantagens da imobilizagio pela formagdo da ligagdo cruzada sio a
simplicidade de execugdo ¢ a forte interagdo da enzima com o suporte, diminuindo
drasticamente a lixiviagdo e proporcionando ao biossensor uma maior estabilidade.
Entretanto, apresenta grandes desvantagens como a dificuldade do controle da

imobilizagdo, o uso de grandes quantidades de enzima, a baixa atividade da enzima

imobilizada e dificuldades na reprodutibilidade do biossensor [32].
Para contornar os problemas citados e aumentar a estabilidade da enzima AChE

imobilizada, diversos autores vém utilizando a albumina de soro bovino (BSA), como
proteina inerte fornecedora de grupos amino, para realizar as ligagdes de cross-linking com
o glutaraldeido [67,77,88]. Ivanov e colaboradores [77] propuseram também um
procedimento de imobilizagdo suave, utilizando vapor de glutaraldeido, que resulta na

formagdo de um fino filme enzimatico como alta atividade especifica.
A principal limitagdo pratica dos biossensores colinesterase aplicados na

determinagdo de pesticidas OF e CB ¢ 0 elevado custo das enzimas e o fato das medidas de
inibi¢do limitarem o uso do biossensor em no maximo 10 a 15 medidas, independente da
estabilidade da enzima imobilizada. Tal fato torna necessaria a reativagdo constante da

enzima, afetando, portanto, o tempo, O custo e a reprodutibilidade das anglises [77]. A

imobilizagdo das enzimas em membranas comerciais como nylon, nitrato ou acetato de
celulose, as quais podem ser estocadas ¢ adaptadas, quando necessdrio, em qualquer tipo

de sensor eletroquimico contorna em parte €sSes problemas [66-68]. Outro procedimento

bastante utilizado para contornar a limitagdo prética dos biossensores colinesterase é o uso

de sensores impressos em cerdmica, na superficie dos quais € feita a imobilizagdo direta da

enzima [63,89,90]. Esses biossensores sdo de baixo custo ¢ podem ser descartados apds a

andlise, evitando-se, assim, a necessidade da reativagdo da enzima colinesterase inibida.
De acordo com Ivanov et al [77], a imobilizagdo direta da enzima na superficie do
sensor eletroquimico, na forma de filmes muito finos, sob condig¢des que asseguram a alta
atividade catalitica da enzima e a menor difusdo dos produtos da reagdo enzimatica, do
filme imobilizado para a solugdo, contribuem para a resposta mais rdpida e maijor
sensibilidade do biossensor para detectar pequenas variagdes nas quantidades de 4cido
acético produzida. Por outro lado, a imobilizagdo direta na superficie do eletrodo tem como
¢do & perda gradual da atividade da enzima, ao longo das analises. A

principal limita
terminagdo de substincias que inibem a atividade da

aplicagio desses biossensores na de
por exemplo, 0s pesticidas organofosforados e carbamatos

enzima colinesterase como,
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limita mais ainda o niimero de determinagdes que podem ser realizadas pelo biossensor,

pois a reativagdo da atividade da enzima por meio de reagentes especificos recupera

somente parcialmente a atividade da enzima.
Nesse contexto, os biossensores baseados no uso de sensores eletroquimicos de

baixo custo, como os impressos em cerdmica, apresentam as vantagens da imobilizagio
direta da enzima na superficie do eletrodo ¢, pelo fato de serem de baixo custo, podem ser

descartados apds a andlise, evitando-se, assim, a necessidade da reativacio da enzima

colinesterase inibida.
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1.7 — Justificativas e Objetivos do Trabalho

A maioria dos biossensores de AChE descritos na literatura utilizam o eletrodo d
odo de

vidro convencional para medir a quantidade de acido acético formado na hidréli
idrolise

enzimatica da acetilcolina. Os principais problemas atribuidos ao uso do eletrodo de vid
€ vidro

nessas determinagdes sdo a fragilidade, a dificuldade de miniaturizar e o custo do eletrod
etrodo

de vidro, que inviabiliza o seu Uso €
o de biossensores potenciométricos pela imobilizagdo direta da enzi
ma

omo eletrodos descartdveis. Esse ultimo problem
a

dificulta a preparagd

na superficie do eletrodo, que oferece
pela reagdo enzimatica [77].

a maior sensibilidade para detectar pequenas

variagdes de pH provocadas

Os eletrodos de 6xidos metalicos ou me
da de pH, pois apresentam Vv
antagens como bai
baixo custo,

tal-0xidos representam uma alternativa aos

eletrodos de vidro, para a medi

principalmente quando preparados na forma de filmes finos, sio mecanicamente robust
ustos e
podem folerar operagbes em ambientes agressivos e em altas temperaturas [91]. A
¢ «

facilidade da preparagdo de eletrodos de Oxidos metdlicos na forma de filmes fi
1nos

favorece o emprego desses eletrodos ¢
antidades de enzimas bem pequenas podem ser diretamente

omo transdutores de biossensores potenciométricos

de baixo custo, pois qu

na superficie desses eletrodos.
rabalho foi investigar o uso de um eletrodo de filme de

imobilizadas

O objetivo do presente t
RuQ,, imobilizado na superficie de titanio metalico (Ti) como transdutor potenciométri
ico

de um biossensor AChE. A enzima
eletrodo de RuO», segundo procedimento proposto por Ivanov et al [77].

gagdes da resposta do bios
o na solugo, da concentragdo de acetilcolina, do pH e da

AChHE foi imobilizada diretamente na superficie do

Investi sensor foram realizadas em fun¢do do pH e da
concentragdo de dcido acétic
gdo tampdo fosfato. Es
a finalidade de propor o uso desse biossensor na

concentragdo da solu tudos da inibigdo do biossensor pelo metil

paration foram conduzidos com
s totais (OF e/ou

CB) em 4guas ou nos extratos orgdnicos obtidos

determinagio de pesticida

de amostras de alimentos.
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2.1 - Reagentes e Solugdes

Todas as solugdes estoque foram preparadas com 4gua deionizada (18,2 MQ em™,

/ Milli-Qpyys) a partir de quantidades adequadas do reagente, grau PA. A partir das solugBes

' estoque foram preparadas as soluges de trabalho.

f 2.1.1 - Solugio padrio de TiCly e RuCls

As solugdes de TiCly e RuCl; foram preparadas com concentracdo aproximada de
0,2 mol L, a partir dos sais precursores: TiCls (Ventron), e RuCls .nH,0 (Aldrich).
Transferiu-se a massa desejada para um baldo volumétrico apropriado. Em seguida,
adicionou-se HCI (Nuclear, PA) em 1:1 (v/v), até obter total dissolugéio do sal e completar
todo o volume do baldo. A elevada acidez da solugdo ¢ necessdria para evitar 3 hidrélise
dos precursores.

A padronizagdo das solugdes de TiCls e RuCl; foram realizadas usando-se o
procedimento termogravimétrico. Uma aliquota de 1,00 mL da solugfo precursora fof
transferida para um cadinho de porcelana, previamente limpo e aferido. Em seguida,
evaporou-se o solvente sob temperatura de 80-90°C utilizando-se uma chapa de
aquecimento (Quimis). O residuo foi calcinado em mufla (Fornite-Modelo Coel), mantida

a 450°C, até massa constante. As reag0es globais de decomposicio das substancias

precursoras sio:

+ 2H70 ——"“)A TiOQ(S) + 4HC1(g) 2.

2RuCl,, + 3H,0 +120,, —5> 2RuOy, + GHCl, 2.2)

A partir das massas dos oxidos de TiOz e RuOy, calculou-se as seguintes

SR
———

concentragdes para as solugdes precursoras, que foram as seguintes:

- H = -1
[RuCls] = 0,200 mol L’ [TiCls] = 0,183 mol L
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Com o objetivo de se obter soluges de RuCly; e TiCl, em concentragies
equimolares, uma aliquota de 9,2 mL de RuCl; 0,200 mol L™ foj adicionada a um balso
volumétrico de 10,0 mL e o volume completado com solugdo de HC| 11 (v/v). Esse
procedimento facilitou o preparo dos eletrodos, pois a composigdo da camada de 6xido

pode ser obtida pela mistura das soluges precursoras nas proporgdes exigidas pela

composigdo da camada ativa.
2.1.2 - Solugées tampiio Acido Citrico - Citrato de Sédio

As solugdes tampdo no pH desejado foram preparadas misturando-se aliquotas das

respectivas solugdes de acido citrico 0,1 mol L™ e de citrato de sédio 0,1 mol ! e, apds a

corregio do pH, completando-se o volume com dgua deionizada.
A solugdo de citrato de sédio 0,1 mol L foi preparada dissolvendo-se 13,8000 g de

citrato de sédio (Na;CsHsO7.H,0, P.A-Merck) em dgua e completando-se o volume para
500 mL. A solugdo de acido citrico 0,1 mol L foi preparada dissolvendo-se 10,5000 g de

dcido citrico (CsHsO7.H,0, P.A-Merck) em dgua e completando-se o volume para 500 mL.

2.1.3 — Solu¢des Tampio Acido Citrico - Fosfato de Sidio

As solugdes tampdo foram preparadas em pH 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7.0 ¢ 8,0
misturando-se aliquotas das respectivas solugbes de dcido citrico 0,1 mo] L e

hidrogenofosfato de sédio 0,2 mol L™ e, apds a corregdo do pH, completou-se o volume

para 100 mL com édgua deionizada.
A solugio de acido citrico 0,1 mol L™ foi preparada dissolvendo-se 10,5000 g de

dcido citrico (CsHgO7.H20, P.A — Merck), em dgua e completando-se o volume para 500

mL. A solugdo de hidrogenofosfato de s6dio 0,2 mol L foi preparada dissolvendo-se

35,8000 g de hidrogenofosfato de sédio (Na;HPO4.12H,0) em 4gua deionizada e

completando-se o volume para 500 mL.
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2.1.4 - Solugiio de Albumina de Soro Bovino 1% m/v (ASB)

Pesou-se 0,2500 g de albumina de soro bovino (Sigma) e transferiu-se para um

baldo volumétrico de 25 mL. Adicionou-se solugio tampéo fosfato 5,0 x 10™ mol L™ pH

7,0 completando o volume para 25 mL.

2.1.5 — Solugiio de Cloreto de Acetilcolina

Transferiu~se 0,0908 g de cloreto de acetilcolina (Sigma, 99%) para um baldo

volumétrico e completou-se o volume para 50 mL com dgua deionizada para obtencéo de

cloreto de acetilcolina 0,1 mol L™.

2.1.6 — Solucdio de Glutaraldeido

Transferiu-se 22,1238 mL de solugdo de glutaraldeido 50% v/v (Across Organics,

densidade = 1,13 gm L) para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se com agua

deionizada para obtengdo de glutaraldeido 12,5% (V/V).

2.1.7 - Solugiio de Metil Paration

Preparou-se uma solugdo estoque de Metil Paration (Rudel de Haén) 6,5 x 10~ mo]

L' em acetonitrila (VETEC), que foi mantida em refrigeragio. As solug¢Ses de trabalho

foram preparadas por diluigo desta solugéo.

2.1.8 — Solugiio Cloreto de 2-aldoxima-N-metilpirodonio

0,200 g do reagente  Pyridin-2-aldoxim-1-methochloride

Transferiu-se
se o volume para 50 mL para obtengdo da solugio 0,0240

(CsHyCIN;0, 99%) ¢ completou-

mol L™,
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2.2 — Eletrodos a Base de Oxido de Ruténio

2.2.1. Preparacio do Eletrodo

Os eletrodos de composigdo nominal RupyTi 1502  foram preparados por

decomposigdo térmica dos sais precursores [92]. Na preparagdo dos eletrodos de 6xido de

ruténio, trabalhou-se com uma espessura nominal da camada ativa do 6xido equivalente a 2

Hm. A massa de oxido aplicada foi calculada levando-se em consideracdo o volume da

camada ativa (V) correspondente a uma espessura de 2 um aplicada em ambos g lados do

suporte de Ti metélico, a porcentagem de cada 6xido e as densidades (d) de RuO, ¢ de

TiO,, utilizando-se a equagio abaixo:

massa (g) = V (mL) x [%RuO;.dgyp, + %TiO, -dTioz] (gmlL) (2.3)

As densidades dos respectivos 6xidos foram tomadas como sendo [91];

- 0. = -1
druo, = 7,01 g.le deo2 4,21 g.mL

O volume total do 6xido a ser depositado € calculado a partir da 4rea versus
espessura desejada. Foram utilizados suportes de drea geoméirica de 0,50 e 2,0 ¢m?, Para o

eletrodo de composigio nominal Ruq3Tio,7)02, obteve-se, em média, as massas de 1,00

Loyl 2 .
mg ¢ 4,04 mg para os suportes de area geométrica 0,50 ¢ 2,0 cm?, respectivamente. Para o
eletrodo de composigéio nominal RuTi)02 foram depositadas massas de 6xido de 140

mg e 5,60 mg em média para 0os suportes de drea geométrica 0,50 e 2,0 cm?,

respectivamente.
Os eletrodos de 6xidos de composigdo nominal Rug 3T 70, e RueyTi)0, foram

preparados sobre suporte de Ti metdlico de dreas geométricas iguais a 0,50 cm? e 2,00 cm2,
O filme de 6xido foi obtido pela decomposigdo térmica, a 450 °C, de misturas precursorag

de RuCl; e TiCls, ambas em concentragdo iguais a 0,183 mol L' em HCI 1:] vIv [92]
Inicialmente, os suportes de Ti metdlicos foram limpos em isopropanol. Posteriormente,



34

Procedimento Experimen tal

colocados a Aci ili 0 ;
em solugdo fervente de dcido oxalico a 10% m/v por 10 min e em seguida

lavado com agua deionizada. Apbs esse tratamento de limpeza e seco, pesou-se o suport
(§]

metilico em balanga analitica (OHAUS. Analytical Standard).

aplicou-se 0 mais rapidam
Cls e RuCls, na proporgdo de 30:70 v/v, para a obtengio do

Em seguida, ente possivel, por pincelamento, a mistura

das solugdes precursoras de Ti
sicdo nominal Ru(o,g)Ti(og)Oz.

eletrodo de compo
uxo de ar quente (80 — 90 °C) e calcinou-se o residuo

Evaporou-se o solvente sob fl

3 450 °C durante 5 min. Apos resfriamento, pincelou-se novamente a mistura das solugdes

precursoras, evaporou-se o solvente € levou 2 calcinagdio por 5 min.

cedimento por mais duas veze
b o] 1 .
3 450 °C. Apbs resfriamento, o suporte foi

Repetiu-se e€sse Pro s. Finalmente, o suporte foi

calcinado, por 1h, sob fluxo de ar atmosférico,

pesado.
engdo do eletrodo de composigdo nominal RuonTi)O2, usou-se o0 mesmo

Para a obt
a solugdo precursora de RuCl; 0,183 mol L.

procedimento, porém empregou-seé

2.2.2 - Montagem do Eletrodo

Apobs a imobilizagdo do 6xido de ruténio no suporte de Ti metdlico fez-se o contato
obre (Figura 9). O contat
do sobre a jungdo Cu-Ti por meio de parafilm. O

elétrico com um fio de ¢ o elétrico Cu-Ti foi melhorado utilizando-
rbono, o qual foi manti
m tubo de vidro de 4,0
edada com cola silicone.

se pasta de ca
mm de didmetro interno ¢ 12,0 cm de

conjunto foi colocado em U

comprimento € a extremidade interior foi v

‘B

etrodo de trabalho. A: fio de cobre; B:

presentativo do el

Figura 9: Esquema re
0,0 cm de comprimento; C: camada ativa do

=40mme l
0e20 cm?) sobre suporte de Ti metélico.

tubo de vidro de ®i

oxido de RuOz (4reas de 0,5
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2.3 — Preparacio do Eletrodo de Referéncia

2.3.1 - Eletrodo de referéncia com capilar de Luggin

eletrodeposigdo de AgCl na superficie de um

O eletrodo de Ag/AgCl foi obtido por

fio de Ag, utilizando-se 2 célula eletroli
g e um fio de Pt, como anodo e catodo

tica como mostra a Figura 10. Para a

eletrodeposi¢do foi utilizado um fio de A

mente, ¢ uma solugao de cloreto de p
corrente constante de 1 mA, durante 2 h

AR-M-270.

respectiva otassio 0,10 mol L. A eletrodeposigio de
AgCl no anodo de Ag foi realizada sob

utilizando-se 0 Potenciostato-Galvanostato P

+] . =
1\ Pt

Ag
(catodo)

stica da célula eletrolitica empregada para

0: Representac;ﬁo esquem
sicdo de AgCl sobre 0

Figura 1
fio de Ag. Solugdo eletrolitica: KCI 0,1

a eletrodepo

mol L.

0, 0 fio de Ag/AgCI foi colocado no interior de um tubo

Terminada a eletrodeposi¢d

de vidro (®; = 6,0 mm), 4ue apresenta

va asua extremidade inferior alongada, tipo capilar
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de Luggin, vedad

solugdo de cloreto

esquema do eletrodo obtido,

Figura 11: Repre
LUGGIN. A: fio de prata, b: fio de

saturada com A

Apbds a preparagdo do ele

relagdo ao Eletrodo Reversive

ECOCHEMIE PG
[92]. Os eletrodos

scido sulfiarico 0,5 mol Lo
(KCI 3,00 mol 1!y preparad
potencial da célula forneceu U

o ERH tem potencial 20 redor

2.3.2- Eletrodo de refe

Esse ¢
na superficie

eletrolitica d

letrodo de Ag/AgCl (Fi
de uma limina de Ag

a Figura 10, nas mesm

o com caulim sinterizado. O tubo de vidro foi preenchido com
uma

P -1
de potassio 3,00 mol L™, saturada com AgCl. A Figura 11 mostra o

que foi usado como eletrodo de referéncia.

sentaglo esquematica do cletrodo de referéncia com capilar de

Ag/AgCl, C: solugdo de KCI 3,00 mol L

gCl.

trodo de referéncia o potencial do mesmo foi medido em

| de Hidrogénio, ERH, utilizando-se o equipamento

arado conforme procedimento usado por De Faria et al

STAT 20, prep
lula contendo cerca de 100 mL de solugdo de

ados numa cé

ERH foi mantido como referé
rodo de trabalho. A medida do

foram coloc
ncia e o eletrodo de Ag/AgCl

derado como elet

o foi consi
o ao ERH. Deve-se ressaltar que

m valor de 0,28 Vem relagd

de 30 mVem relagdo ao ENH.

réncia para as investigagdes do biossensor potenciométrico

gura 12) foi preparado pela eletrodeposigio de AgCl

metalica, de 5,0 mm x 7,0 mm, utilizando-se a célula

ag condigdes experimentais usa

das para a obtengdio do
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eletrodo de referéncia com capilar de Luggin. Apos a eletrodeposicdo, fez-se o contato

o com um fio de cobre preso, segundo procedimento usado na montagem

elétrico do eletrod

do eletrodo de 6xido ruténio.

eletrodo de referéncia

Ag; C: filme de AgCl.

representativo do

Figura 12: Esquema
Ag/AgClA: fio de cobre; B: contato cobre-

Apbs a preparagao do eletrodo de referéncia, o potencial do mesmo foi medido

usando o Eletrodo Reversivel de Hidrogénio

eletrodo de referéncia com capilar de Luggin.

do mesmo modo ja citado no preparo do

2.4 - Comportamento Eletroquimico do cletrodo de Oxido de Ruténio (Ru0y)
mico dos eletrodos de RuO, foram investigados por
ncentragdo de scido sulfirico (H2804), empregando-se

nostato PAR M-270. Um fio de Pt e um eletrodo de

O comportamento eletroqui
voltametria ciclica, €m funcdo da co
0 equipamento Potenciostato Galva

Ag/AgCl (KC1 3,00 mol L) foram u
mas ciclicos (VCs) foram obtidos na faixa de - 0,45 a 0,90

'y empregando-se velocida

sados como eletrodos auxiliar e de referéncia
£

respectivamente. Os voltamogra
V vs Ag/AgCl (KCI 3,00 mol L’
igual 2 0,025 Vs [93]:

de de varredura do potencial

métrica dos eletrodos de RuO;

2.5 Resposta potencio

2.5.1 — Em fungiio d2 concentragio de 4cido acético, em KNOs; 0,1 mol L!
A resposta potenciométrica dos eletrodos de RuO, de composigdo nominal

Ru(0,3)Ti(0,7)02 (RUOz

100%) foi estudada em solugdes de acido

(RuO2

30%) e RumTi)02
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-1 ~
de concentragoes crescentes € decrescentes, tendo o KNO3 0,1 mol L!
S

acético 102 mol L
am conduzidos numa célula de 20 mL (Figura

como eletrolito suporte. Os experimentos for

13).
enciométricas foram realizadas com o pH metro Analion Model
(0]

PM 608, empregando-s¢ cOmO eletrodo de referéncia o Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L), com

capilar de Luggin. Para as medidas, transferiu-se 10 mL de solugio de KNO; 0,1 mol L™
mica junto aos cletrodos de RuO: 30% e de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol

‘u-se o potencial da célula (Ecenna) da solugdo do

foram realizadas apos a adigdo de aliquotas

As medidas pot

para a célula eletroqui

-1 . -
L"). Com o sistema em agitaga0, med

eletrélito suporte (KNO3)- Medidas do Eceuta

de 4cido acético 107 m
m o eletrodo de RuO, 100%. O estudo da resposta

crescentes de solugdo ol L e estabilizagdo do sinal (2,0 min).
analogo foi conduzido ¢co
, em fungdo da concen
pos a adigdo de cada aliquota da solugdo de

Procedimento
de ambos os eletrodos de RuO

foi realizado de forma semelhante, porém, 2
4cido acético e leitura do Ecelutas a ¢ os eletrodos eram lavados com é4gua deionizada

o nos experimentos,

tragio decrescente de 4cido acético

a célul
o efeito da concentragdo do eletrdlito

Foi também observad

a dos eletrodos em estudo.

suporte e o efeito da are

a eletroquimica. A: Eletrodo de RuO»; B:

quema da célul
pilar de Luggin; C: Solugdo de

g/AgCl com ¢€a
tico; E: Barra magnética.

Figura 13: Es

Eletrodo de referéncia A

KNO;0,1 mol L D: Agitador magné

O ———
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2.5.2 - Em fungio do pH da solugio

A investigagio da resposta dos eletrodos de RuOzem fungdo do pH procedeu-s

. -se na

célula eletroquimica da Figura 13, tendo como eletrodo de referéncia o eletrodo d
&

Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), com capilar de Luggi
de 4cido citrico/citrato de
sodio 0,2 mol L™, na faixa de pH de 2,0 2 6,0. Com o sistema

n. Para esse estudo utilizou-se 10 mL das

solugBes  tampio sodio 0,1 mol L' e dcido
citrico/hidrogenofosfato de
das potenciométricas com o pHmetro Analion, modelo

em agitagdo, realizou-se as medi
2 min). Apos cada medida, a célula e o sistema de

PM 608, ap6s a estabilizagdo do sinal (
eletrodos eram lavados com gua deionizada e solugdo tampdo sob estudo.

j0 de acido acético, em solucio tamponada

2.5.3 - Em fungiio da concentrag

100% em fungdo da concentra¢do de dcido acético

ta do eletrodo de RuO,
s tampdo fosfato 2,0 x 10 mol L™, pH

A respos
102 mol L ! foi reali

7,0, como eletrolito supo

zada empregando-s¢ solugde

rte. Esse estudo foi conduzi
rodos € equipamento empregados nas investigagdes

do utilizando-se a mesma célula

eletroquimica, sistema de elet

anteriores.

¢io do biossensor potenciométrico 3 base de eletrodo de RuQ, ¢

2.6 — Prepara
nesterase (AChE)

enzima acetilcoli

ssensor potenciométrico foi utilizado o eletrodo de RuO,

Para a construgdo do bio
ara d imobilizagio da enzima, misturou-se 20 pL

i . - 2
100% de area geomeétrica de 0.5 cm™. P

AChE 30 U) ¢ 10p
ol L. Apos homoge
o eletrodo de RuO2.
te. Ap0s sec0, 0 eletrodo ¢
a saturada com Vapor de glutaraldeido, produzido

emperatura de 37 °C, durante 5 min [77].

de solugdo de enzima L de solugdo BSA 1,0% m/v, ambos solugdo
tampao fostato 5,0 X 10° m neizagdo, espalhou-se, uniformemente,

essa solugdo sobre 2 superficie d
3 temperatura ambien

O eletrodo foi colocado para secar
durante 30 min, om a enzima imobilizada
(biossensor) foi colo

a partir da respectiva solu

cado numa atmosfer

gaoalz,S%v/v, at




~
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Transcorrido esse tempo, retirou-se 0 biossensor € Javou-0o com agua deionizad
izada e

3 -

0 x 107 mol L7,

eira ou guardado no freezer, no estado seco, até
2

s x n
olugdo tampdo fosfato 5, em pH 7,0. O biossensor foi colocado em

solugdo tampao fosfato € guardado na gelad

0 uso.

2.7 — Investigacoes do cletrodo de RuQ como transdutor potenciométrico d
¢

biossensores a base de AChE

2.7.1 — Célula potenciométrica utilizada

encialidade do eletrodo de RuOz como transdutor

Para investigar a Pot
a enzima acetilcolinesterase, construiu-se uma

biossensores & base d
rilico nas seguinte dime
a 14). Na base dessa célula foram fixados o

de RuO; (5.0 mm x 5,0

potenciométrico de
nsoes: 4,0 cm de comprimento

célula eletroquimica em placa de ac
5 cm de altura (Figur:
m x 7,0 mm) ¢ 0 eletrodo
o na reagdo de hidrélise do cloreto de

x 1,5 cm de largura x 0,

eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3,0 m
o acético produzid

mm), para acompanhar 0 4cid
ChE livre. Os estudos com © biossensor foram

da pela enzima A

acetilcolina, catalisa
substituindo-s¢ 0

realizados nessa mesma célula,

cletrodo de RuO; pelo biossensor

potenciométrico.

da célula eletroquimica (4,0 x 15 x 0,5 cm). A:

1u0o/AChE (biosse
ncia Ag/AgCl (3,0 X 7,0 mm).

Figura 14: Esquema
u eletrodo de R
odo de referé

nsor potenciométrico) de

eletrodo Ru0z 0

0,5 cm’ de drea; B: eletr

Temperatura de trabalho =25 °C.

2T ome

e

.
AT

ISR L

AL

R RISy TR
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2.7.2 — Resposta do eletrodo de RuO; para o 4cido acético produzido na hidrélise d
a

acetilcolina, catalisada pela enzima AChE livre

No estudo foram empregados 0s cletrodo de RuO; 100% ¢ o eletrodo de Ag/AgCl

(3,0 x 7,0 mm) e 500 pL

KCl 0,1 mol L. Apés a m
17! ¢ entdo, 30 ML de so
O momento da adicio da enzima AChE foi considerado

de solugdo tampao fosfato 1,0 x 10” mol L', pH 7,0, contendo

edida do Ecelutas adicionou-se 25 pL de solugdo de cloreto

de acetilcolina 0,1 mol lugio contendo enzima AChE (237

Unidades) e BSA 0,35% V/V.

como tempo zero. Os valores de Eceula foram monitorados em fungdo do tempo até atingir

um valor estavel.

2.7.3 - Resposta do biossensor potenciométrico em fungiio da concentracio da solugiio

tampdo fosfato
solugdes tampdo fosfato em diferentes

Nesse estudo foram utilizadas
00 x 10° mol L', todas mantidas em pH 7,0

1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 50,0 e 1

concentragdes:
contendo KCI 0,1 mol L.
A resposta do biossensor foi acompanhada pela variagio do Ecea de uma aliquota
a adigdo de 25 pL da solugdo de cloreto de

de 500 uL de cada solugdo tampdo, apos
. As medidas potenciomé

Antes de cada medid

acetilcolina 0,1 mol Lt tricas foram realizadas em triplicata, apés

a estabilizagio do Ecclula-
deionizada e solugdo tampdo em estudo.

a, 0 biossensor foi lavado com dgua

strico em fungdo do pH da solugio tampio

2.7.4 — Resposta do piossensor potenciom

o fosfato de 1,0 x 10° € 5,0

jzando-s¢ solugdes tampd
guintes pH 6,5; 6,8; 7,0;

estudo foi realizado util
ndo KC1 0,1 mol L", nos se

Nesse
x 10° mol L™, am
7,3;7,5 ¢ 8,0.

A respos

de 500 pL de cada

bas as solugdes conte

ompanhada pela variagio do Ecaua de uma aliquota

ta do biossensor foi ac
digdo de 25 pL da solugdio de cloreto de

solugdo tamp#o, apos & a
ciométricas foram realizadas em triplicata, apds

acetilcolina 0,1 mol L™ AS medidas poten
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a estabilizaci :
izagdo do Eceula- Antes de cada medida, o biossensor foi lavado
com agua

deioni 5 «
eionizada e solugdo tampao de estudo.

275 — .
5 — Resposta do biossensor potenciométrico em fun¢iio da concent
entragiio de

acetilcolina

ando-se solugoes tampdo fosfato 1,0 x 10°e5,0x 107

O estudo foi realizado utiliz
o KCl 0,1 mol L. A resposta do biossensor foi

-1
mol L', ambas em pH 7.3 € contend

de uma aliquota de 500 pL de cada solugdo tampdo

acompanhada pela variagao do Ecelua
¢ aliquotas de solugdo de

concentragdes: 1,0 X 10%3,0x 10'4; 8,0x 10% 1,0x 107

-2, -
102 3,0 x107% 8,0x 102 ¢ 1,0 x 107 mol L.
métricas em cada concentrag

cloreto de acetilcolina, nas seguintes

apés a adigdo d
. 3,0x10% 8,0x10% 1,0 x

jo de cloreto de acetilcolina

As medidas potencio
Antes de cada medida, o

f . L. ; .ye ~
oram realizadas em triplicata, apos 2 estabilizagdo do Ecetura:

b' . , . . ~ ~
iossensor foi lavado agua deionizada € solugdo tampao de estudo.

2.8 — . . P -
8 — Resposta do biossensor potenciométrico em fungio da concentracio d
e

metil paration

a inibi¢do da enzima AChE imobilizada no

jo foi acompanhada pel

Essa investigag
cedimento descrito a seguir. Mediu-se o

0, utilizando-s€ © pro
50 de cloreto de acetilc
do KCI 0,1 mol L.
onizada © colocado em €
0" ’mol !, durante 15 min. Ap6s esse tempo, 0

locado em 500 pL deuma solugdo de cloreto

biossensor potenciometric
B de 500 pL de uma solug

50 x 107 mol L, pH 7,3 conten
¢ lavado com agua dei

olina 0,01 mol L™ em tampao fosfato
Em seguida, o biossensor foi

cuidadosament ontato com 10 mL de
solugdo aquosa de metil paration 1,5 x 1
biossensor foi retirado da
de acetilcolina 0,01 mol L™ @
mol L™, Apés estabilizagd0, 0 13
s solugdes de metil par
a de inibigdo (1) do b

ando-se a expressd

solugo, lavado € €0
X 107 mol L'l, pH 7,3 contendo KC1 0,1

m tampdo fosfato 5,0

foi medido. Esse procedimento foi repetido

pectivo Ecelulz

ation, até concentragdo de 1,0 x 10° mol L.

pela diminuigdo da resposta

para as demai
jossensor foi calculado

A respost
02.4:

potenciométrica, utiliz
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(2.4)

onde, E, e E; sdo respostas potenciométricas antes e ap6s contato com a solugdo do

pesticida, respectivamente.

Apbs as medidas de inibigdo, realizou-s¢ a reativagio da enzima AChE imobilizada

utilizando-s€ & solugdo cloreto de 2-aldoxima-N-metil-pirod6nio

na superficie do eletrodo,
24 mol L™, O biossensor foi

m dgua deionizada e solugdo t
jo de metil paration usada nesta investigacdo era

em concentrago de 0,0 mantido nessa solugdo durante 10 min.
ampdo. Todas as medidas

Apés o tratamento, lavou-o €0

foram realizadas em duplicata. A solug

preparada antes do uso.
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3.1 - ; ~
1 — Consideragdes sobre o comportamento eletroquimico dos eletrodos d
0S de

éxido de ruténio (Ru0>)

¢ entender o comportamento eletroquimico dos eletrodos d
_ e

S RU(0,3)T1(0,7)02 (RuO, 30%) € Ru(l)Ti(O)Oz (RuO;, 100%)
0 3

o descrito no item 2.2.1, obteve-se os voltamogramas

Com a finalidade d

RuO, de composi¢des nominai

preparados conforme procediment
ses de acido sulfarico 0,05 mol L

ciclicos (VCs) desses eletrodos, em solug

Na Figura 15 estdo apresentados 08 VCs obtidos para os respectivos eletrodos
, em

va-se pelos VCs a dependéncia da corrente

solugdo de 4cido sulfarico 0,05 mol L%, Obser
atro processos redox, um na regido de

com a % de RuO; no eletrodo € a existéncia de qu
g/AgCl

0,35 a-0,1 V e outro na regido de + 03a+08VvsA

0,1

0,0
.4
E
- 0,1
——— Ru0, 30%
02 RuO,100%

04 0.6 , 10

0,2

-0,2 0,0
Evs Ag/AgCl JAY

s eletrodos de composigdo nominal

mogramas ciclicos do
rico 0,05 mol L. Area geométrica

jO2 em 4cido sulfl

2, Velocidade de varr

Figura 15: Volta

RU(O)g)Ti(()j)Oz € RU(l)Ti(O
=0,50 cm

edura= 0,025 Vs™.

do suporte de Ti

o eletroquimico apresentado na Figura 15 estd em concordéncia

[94,95] para eletrodos de TiO, + RuO; em solugdo acida. De

O comportament

com o esperado da literatura
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icos largos observados entre as evolugdes de Hy € de O,
S

acordo com a literatura [95], 0s P
50 do estado de oxidagdo do Ru, desde + 2 até +

podem ser interpretados como uma variag

6.
De acordo com a literatura, O processo eletroquimico presente na regido de

0,35 V ¢ atribuido 2 transigdo de estado solido envolvendo o par

potencial de - 0,1 a -
redox Ru™/Ru®™ [95], € escrito de acordo com a equagdo 3.1:

RU(OH)3 (s) + H+ + e & RUO.HZO(S) + HZO (31)

ra 0 processo envolvendo a transigdo de estado sélido Ru™™

A equagdo de Nernst pa

~ Ru' & apresentada na equagdo 3.2:

Py . 0,0591 pH
ERM(III)/Ru(II) = EORU(IH)/ Ru() ~ 0,0591 log (aRu(l[l) ’ P (3-2)

nas condigdes da medida e ERutiyRuqy ©

o potencial do par redox
as atividades dos sitios de Ru™™ ¢

sendo, Eruqmymruqy
(/Ru™ e arumy © AR

potencial padrdo do par Ru
Ru™ na camada de 6xido superﬁcial-

a+08 V éatribuido transicdo redox do par

dox na regido de+ 0,2

paix [94], © equilibrio envolvido entre os 6xidos

e de oxido € dado de acordo com a

O processo 1€

Ru®™/Ru®™, Segundo o diagrama de Pour
de Ru" ¢ Ru™ pouco soliveis, presentes 110 film

equagdo 3.3:

- + H,0 3.3
RuO,2H0 + H 1€ &> Ru(OHp ™ 12 (3.3)

nal do dioxido de ruténio hidratado ¢ Ru(OH); € o

onde, RuQ,.2H,0 ¢ a composi¢do nomi
scrito como Ru;03.3H20.

sesquioxido de ruténio hidratado, tambem €
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Em analogia, a equagfio de Nernst para 0 processo envolvendo a transi¢do de estado

s6lido Ru"™ — Ru™ pode ser escrita conforme equagfo 3.4:

Eruavy/rugny = E” guavy/ruquny = 0,0591 pH (3.4)

- . 0,
sendo Eryqyyruam, 0 potencial do par redox nas condigBes da medida € E™ryury / ruqny, 0

potencial padréo formal do par Ru™/Ru®™ na camada de 6xido superficial.

. . MWy, D <0y
Segundo Pourbaix [94], o potencial do par Ru /Ru™ vs ENH. a 25°C, ¢ dado

pela equagdo 3.5:

Eruavyruaiy = 0,0937 - 0,0591 pH (3.5)

ivas transi¢des redox
O o 3.3 mostram que as respectivas
As equagdes das reagdes 3.1 €
or 50 de H ou OH. De acordo com Grazzioli e
devem envolver a adigdo ou a subtragao d¢ :

colaboradores [96], a transigio + 3 —> +2

quantidades muito elevadas.

De acordo com as expressdes de Nernsh 32 ¢
I jependem do pH da solugdo. Os respectivos

ativos 4 medida que a atividade de H* ¢

deve ser assistida pela penetragdo de protons em

3.4, os potenciais devido as

transigses Ru' — Ru" e Ru"" — Ru
potenciais deslocam-se para valores mais neg
diminuida. Estudos realizados por Martins € Albuquerque [93] mostraram que os eletrodos
de RuO, 30% e RuO; 100%, preparados conforme

{mi ente depen
apresentam comportamento eletroquimico fortem p de
¢d0 a0 potencial da transigao Ru

orrentes de oxidagdo ¢ de redugdo dos respectivos

procedimento descrito no item 2.2.1,
dente da concentra¢do de dcido
M/RuM ¢ RuTVYR LMD

sulfirico da solugdo, seja com rela

como em relagio as magnitudes das ¢

processos.
s eletrodos de RuO; ¢ efeito do pH da solu¢io

3.2 - Potencial de equilibrio do

trodos de RuOz 30% e RuO, 100% foram obtidos

: ilibrio dos ele
O potencial de equilibrio 0.1 mol L7, como eletrdlito suporte,

i p KNO;
inicialmente em solugdo aquosd de

-1
etrodo de referéncia 0 Ag/AgCl (KCI1 3,0 mol L™). O valor do

empregando-se como €l
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oxido superficial do eletrodo.
A medida deste potencial dos cletrodos de RuO; 30% ¢ RuO; 100% fi
o forneceram

ncial esperados dos VCs apresentados n
a

estio anci A%

em concorddncia com 0S alores de pOte

a transigao de estado sodlido do pal
r

Fi
gura 15 e da equagdo de Nemst (3.5), para

maioria dOS CompOStOS de I.‘u eIlCCIlt a-s " I S ];a ds

Segundo a literatura, a
exceto em solugdes alcalinas, que apresentam o

qua
cordo com Trasati & Lodi [95], a reagdo 3 4¢a

De a

oxigéni Anci
igénio, na valéncia + 4, como R
esta i

do + 6 como o mais estavel [94]-

responsd i
ponsdvel pelo potencial de equilibrio dos cletrodos de RuOz:

e <> Ru(OH)sg + H0 (3.6)

Ru0,.2H:0 ¢ + H +
que tal equilibrio envolve os respectivos Oxidos de

Deve-se ressaltar, entretanto,
pendéncla pode ser explicada considerando-se as

Ru(IV) ¢ Ru(lll) hidratados. Essa de

ropri .. L.
propriedades superficiais dos 6xidos de
uem um forte carater hidr
metalicos (

Ru(IV) € de Ru(Il) em solugdes aquosas. Os
ofilico ¢ quando interagem com a agua, as

referidos 6xidos poss
que se comportam como acido de

igam-se a0s cations
a transferéncia de um p
do 6xido fica recoberta por um “ »

P tapete” de grupos

moléculas do solvente [
réton para o oxigénio vizinho ao

L .
ewis), envolvendo, geralmente,

sitio ati .
o ativo. Desse modo, a superficie
nas interagdes entre as espécies em solugdo € o

S

OH" . . -
, 0§ quais atuam como intermediarios

sitios ativos do 6xido [97).
Considerando 2 participagdo dos 6xidos hidratados, 0S potenciais de equilibrio dos
s eletrodos imersos na solucdo do

didos ap0s manter O

cessario para 2 hidrata:
perfodo de 24 hs foi necessdrio antes de iniciar

re v foram me
Spectl 0S ClCtI‘OdOS it
(}50 da camada de oxido e

eletrélito suporte durante tempo n°
estabiliyacs .

stabilizagdo do potencial do eletrodo. Um
m a concentragio de H* da solugio foi
se dois tipos de solugdes tampdo
cido citrico/hidrogenofosfato de

50 ao eletrodo de referéncia

as medidas.

A dependéncia do E do eletrodo €0

0 a 8.0, utilizando-
citrato de sédio € &
trodo obtidos em relag
os nas Figura 16 ¢ Figura 17.

investigada na faixa de pH 2,

preparadas a partir de scido citrico/
g valores de E do ele

s6dio. Os respectivo
1y estdo apresentad

Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L
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600
E (mV) = 698,96 - 61,66 x pH

5
OF
S~ R = - 0,9999

N
o]
o

E/mv vs Ag/AgCl

N
D
o

E (mV) = 511,01 - 52,77 x pH
R = - 0,9903

\ PR DU SN B R ,
29 3,'0 35 40 45 50 55 60 65

1 : 1

pH

os eletrodos de (@) RuO; 100 % ¢ (B) RuO, 30 %

Figura 16: Resposta d L g
em fungdo do pH da solugdo tampdo 4cido citrico/citrato de sédio 0,1 mol

L. Eletrodo de referéncia Ag/AgCHKCI 3,0 mol L™"). Temperatura: 25 °C.

720
660 |
600 E (mV) = 748,71 - 60,00 x pH
3 R = - 0,9997
£ 540
B
< 480
2 420
T 360
= \
pH ° ]

240 E (mV) = 634,57 - 61,00 x
180 R =-0,9907 \

L ] L 1 A
120 7 8 9

0, 100 % e (&) RuO; 30 %
: ] letrodos de (©) RuO:

Flglflra 17 d Res};;o;:‘s:l‘z;;o tampdo dcido citrico/hidrogenotl’osfato de sddio
em funcdo dop i -y,

0,2 molg L. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI3,0mol L")

49



50

Resu/tac]os e Discussées

Observa-se nas Figura 16 ¢ Figura 17 uma relagdo linear entre o potencial da célul
ula

e o TR
pH da solugfio. A inclinagdo das retas forneceu um valor proximo de 60 mV par,
a as

medi ; . o g g
didas realizadas em solugdo tampdo dcido citrico, fosfato de sodio. Devido & mai
fac' . ) * 101
ilidade para a preparagdo do eletrodo de RuOz 100%, esse foi o escolhido para
as

investiones . .
vestigagdes realizadas com 0 biossensor.

33— —
3 — Avaliacio da resposta dos cletrodos de RuO; para acido acético

3.3.1 - Em eletrolito suporte KNOs
s eletrodos de RuO2 30% e 100% podem ser
s de biossensores AChE, investigou-se o

ontato com solugdes aquosas de acido

Com a finalidade de verificar se 0

utilizados como transdutores potenciométrico
respectivos eletrodos em €
Para tanto,
o da concentragdo de écid
[ L como eletrolito suport

comportamento dos
mediu-se a mudanga do potencial do

a r . ~
cético, em diferentes concentragoes.
o acético, no sentido crescente e

e. Os resultados desse estudo

eletrodo em fungdo da variaga
decrescente, tendo KNO3 0,1 mo

estdo apresentados na Figura 18 € Fi

450 r‘///
- - 675,12 + 62,73 109 CHAc -
/

R= 0,9982

gura 19.

E (mV
435 + ( )

420

405 -
390 -
375 _
360 h

=606,99 T 59,21 log CHAc
R = 0,9951

330
-4,0 -3,8

E/mV vs Ag/AgCl

345 |-
. E (mV)

315
S 48 42
log CHAc

(@) Ru0; 100 % ¢ () Ru02 30 %

4cido acético. Eletrolito suporte:

¢Cl (KC13,0 mol L.

Figura 18: Respostd dos eletrodos de

em fungdo da concentragio crescente de

KNO; 0,1 mol L\, Eletrodo de referéncia AgA
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460
L E(mV) = 505,14 + 17,74 log CHAC
440 | _ R = 0,9958
i -~ c.—-—-“"e-"‘"
5 4207 /
2 40|
> 00
< -
g 380 '_
E 360 | E (mV) = 414,14 + 17,74 log CHAC
= L R = 0,9958
= 340 - = -
'/
320
300
5,0 -4,8 -4,6 -4,4 4,2
log CHHAC

s de (©) RuOz 100 % e (&) RuO2 30 %

nte de acido acético. Eletrolit
cia Ag/AgCl (KC13,0 mol L™).

Figura 19: Respost? dos eletrodo
o0 suporte:

oncentragdo decresce

em fungdo da ©
ferén

KNO; 0,1 mol L. Eletrodo de e

. 18 mostram a5 variagio do potencial dos

sentadas na Figur

0% com & concentra
rmente com

s na concentrago de H

As curvas apre
o acético. Observa-se

eletrodos RuO; 100% ¢ 3

que o potencial de ambos el

¢do crescente de acid
a concentragdo de acido acético

etrodos varia lined
no meio afetam a

na solugdo, indicando que pequenas variagde
s em fungdo da

Ry, Estudos

o acético fornecer

da resposta dos eletrodo

transi¢io redox do par RU
~ L esultados aprese i
concentragdo decrescente de 4cid am 0S ¢ presentados na Figura

19.

onizagdo parcial de acordo com a

Em solugdo aquosa, © scido acético sofre 1
equagdo 3.7:
CH,COOH(aq) + HO o H0eD * CH;COO0" (2q) 3.7)

VRS R
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belece na solugdo de dcido acético é determinado pela

O equilibrio que se esta
A 25°C, considerando-se a for¢a ionica zero, o valor de K, é de

constante de ionizagdo, Ka.
a concentragio pode ser escrita segundo e equagdo

1,78 x 10, cuja expressdo em fungo d

3.8:
K, = [H][Ac] —  [H']=4K,[HAC] (3.8)
[HAc]

-se a expressdo para o potencial do

Substituindo a [H30+] na equagdo 3.4 obtém
a o potencial do eletrodo com a concentragdo de 4cido

eletrodo de RuO,, que relacion

acético na solugdo, conforme ilustra a equagio 3.9.

0.059 )
Ero, = E° 7 227 Jog [HAC] 3.9)

1" 1t) an , e
sendo que E© inclui o potencial padrio formal do par Ru™/Ru™ na camada de 6xido

superficial e a constante de ionizagdo do 4cido acético.

A equagiio 3.9 relaciona 0 potencial do eletrodo com a concentragao de 4cido
a do potencial do eletrodo de RuO2 com a concentragdo

acético na solugdo. A dependénci
uema da Figura 20.

de 4cido acético estd ilustrado no €sq

Ru®z.H20
2 CH;COOH (20)

H

H (ag + CH;COO" (ag)

para CH3COOH presente

odo Ru(x)Ti(1-092

Figura 20: Resposta do eletr

na solugdo aquosa.
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o da concentragdo crescente de HAc

¢ RuO, em fungd
L0, o que pode ser explicado

te eletrodo pard H

a superficie do eletr

A resposta do eletrodo d
Fi
(Figura 18) mostra alta sensibilidade des

pela facilidade de adsorgdo dos jons H' 1
t sensibilidade d

s fons H na supe

para 0 completo

odo. Em concentragdes

a resposta, 0 redor de 17 mV, o queé

fiecrescentes, tem-se uma meno

justifica a dificuldade da dessorgio do rficie do eletrodo. Considerando-se
o tempo necessario
NO; 0,1 mol

ntrada. Observo
do potencial de e

s eletrodos apresentam menor sensibilidade
o acético na solu
processo demorado.

restabelecimento do potencial

es : .
se fato, investigou-s¢
r estado em contato com

1L, apos 0 mesmo (@

do eletrodo, numa solugdo de K
o de tempo de 12

a solugo de acido acético mais conce sse que um period
restabelecimento quilibrio na solugdo de KNO3
a claramente que 0
centes de acid

s ativos da camada de 6xido éum

h Ari
era necessario para 0

0.1 -1 .
mol L~ Esse fato mostr
¢do, indicando que a

para 5 .
responder as variagdes decres

de P
sprotonagao dos sitio

332 - i
2 — Em tampdo fosfato como eletrolito suporte

roduzido pela hidrolise enzimatica do

foi investigado se
e acido acético quando este s¢

dependendo das

acetico serd p

Considerando-se que 9 acido
o eletrodo de RuO;

clor o
eto de acetilcolina, nuMa solugdo tam
ariag0¢es da concentragdo d

100% ¢ capaz de responder as v

encontra numa solugao tamponada. Tal estudo ¢ muito importa
entes da solugd 50, 0 acido acético
ente consum ma tampdo €0
ado. Nessd o eletrodo nio responderd as

pdo fosfato,

ate, pois;
produzido 1a reagdo

pH da solugdo

co 5
ncentragdes dos compon
ido pelo siste

enz' yae
imatica pode ser completam
s condigdes,

pod : '
e manter-se praticamente inalter

4cido acético, em

variacd
ariagdes na quantidade de
100% para 0

A Figura 21 mostra @ res

solugio tampdo fosfato 2,0 x 10 . De acordo

eletrodo de RuO; responde Jinearmente 55 variagoes da concentragdo de 4cido acético,
embora as variagoes d¢ potencia

observadas em KNO3 0,1 mol L

jgura 21, ©

da solugio.

O rosultados J— elevada sensibilidade para detectar
pH da solugdos pro
o torna-se %

presengd de 4cido acético. Tal
ido a pequenas alteragdes

¢ .
pequenas modificagdes M0
olarizadd dev

fa 1 3 . ~
to indica que a interface (')deO/SOluQia
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no pH da soluga
olucdo pro
¢ao pr vocadas pelo HAc, afetando as transig0es de estado sélido do par

pequena variagdo no potencial do eletrodo.

red !
ox Ru™/Ru™, o que explica a

236 ///

E (mV) =270,23 11,48 109Cyxc
a2l R 0,9927 /
®
%, i
< e
3 - P
%)
N
> 2241
g
~
=

220 -

216

%8 45 A2 -3,9 3,0

log CHAc

entragdo de

em fungdo da conc
do KCl

de RUOZ 100%
I pH 7,0, conten

fato 2,107 mol L
¢l (KC13,0 mol L)

Fi
gura 21: Resposta do eletrodo

acido <
acético, em solugdo tampdo fos

0,1 -1
mol L. Eletrodo de referéncia Ag/Ag

34
4~ Avaliaci . . ATl
valiagio do biossensor potenclometl‘lc0

jossensor potenciométrico

3.4.1 — Otimi
Otimizaciio da resposta dob

no 0 deslocamento do

é definido col
idrolise enzimatica

Ar _

resposta do biossensor pard

ausado peld formagdo de 4cido acético na h

caso, 0S5 P2 o afetam ©sS
’

cada enzima

a resposta estdo
sibilidade do

ilcolina.

potenci
cial deste biossensor €
rametros q¢

da ;
acetilcolina. No presente

relacio
n . ® r.t
ados com a atividade catalitl
hidrolise da acet

Sens
Or 4 r 3
potenciométrico pard detectar O
D ‘o e da interagdo enzima-
e modo geral, 2 atividade catal
ima. E$sd regido, nd qual 0 substrato

Subst
r
ato, que ocorre numa regid
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ativo) da enzima. O sitio ativo € formado por

¢ uns dos outros P

terciaria da protein

se lioa. é
ga, ¢ chamada de centro ativo (ou sitio

zidos & proximidad elos dobramentos da

residuos de aminoécidos, tra

cad.ela polipeptidica, 03 quais definem a estrutura a. O centro ativo
assim organizado adquire uma determinada forma espacial queé permite 2 enzima
_ Assim, 0 grau de seletividade das

¢ definido pela estrutura € forma espacial do

pela estrutura tridi

113
recon .
hecer” seu substrato, como mostra a Figura 22 (71

enzim .
as para um determinado substrato

centro ati ]
ativo envolvido, que s30 governados

mensional da enzima. A
ma, também conhecida como conformag@o da enzima,
cional, pois agentes

estr . 1. "
utura tridimensional da enzi
sentes nO meio rea

perimentais pre

de
pende fortemente das condigdes X
g de provocar

quimi )
icos efou fisicos, como © pH ¢ 2 temperaturd, podem seT capaze
s na proteina @ afetar @ atividade enzimatica.

Considerando-se tal fato, foi investigada 2 resposta d
. puscando-se otimizar a Tesp

em 5 .
fungfio das diferentes condi¢
de acetilcolina

ciométrico

muda « . .
n¢as conformactonal
o biossensor poten

osta do

zido na hidroli stica do cloreto
- ostigados: pH d2 solugdo

bios

se . o
nsor para o dcido acetico produ

perimentais

(sub
strato). Os seguintes pardmetros &

tampi
péo e concentragdo da solugdo tampao-

uturd espac
dade Lehnin

e uma enzima m estr

Figura 22: Centro ativo d )
(Reprodun

ligago do substrato a0 centro ative (b)-
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portante a ser investigado, pois a maioria

O 5
pH da solugdo tampdo é um pardmetro im
pH da solugdo. Assim, 2 atividade

das engzj
Zl ..
mas apresenta atividade catalitica dependente do
medida que o pH da solugo

enzim ..
atica ati . .
atinge um valor maximo num determinado pH; a

afasta g
es o . . . .
se valor, a atividade pode diminuir acentuadamente [7].
a com a quantidade de

a atividade estd diretamente relacionad

No presente estudo,
a de cloreto de

dcido ekt
acetic : T e gy . .
0, produzida pela hidrélise enzimatica de uma quantidade definid
ssensor

acetileol;

olin - . .
a, que por sua vez provoca ufm répido desvio no potencial do bio

o do biossensor potenciométrico proposto no

Potenci e s
io .
métrico. O esquema de funcionament

Presen
te trabalho estd ilustrado na Figura 23.

colina

Ru0;~  [cH,C00H 4™
"N

— " ACHE
+

CH;COO'
Ru(OH}, Acetileolina
eletrodo  filme de solugho tampao fosfato
cido acético

Figura 23: Resposta do biosensor pOtCIlCiOmétfiCO para 8

produzido pela hidrolise das aceticolind.

para o cloreto de

posta do biossensor
e 5,0 x 10°

para otimizar 2 T¢S
pdo fostato 1,0 X 107

As investigagdes conduzidas
nas solugdes tampdo d

acetq . 3
m tileolina foram realizadas utilizando-s solugdes tam
-1 .

ol L, preparadas em KCI 0,1 mol L™ A fungio do KC!

fato
desse eletrolito controlar 0 potencial do eletrodo de refe

Med;j
1d . .
as potenciométricas do biossensor Con

eve-s€ ao

réncia, que € usado para as

fato, todas as medidas da

siderando-s€ tal
ia Ag/AgCl (KCI 0,1

trodo de referénc

res
0s . .
Posta do biossensor estdo em relagdo 39 ele

mOl L'l).
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sensor potenciométrico para cloreto de

Na Fi -
a Figura 24 encontra-s¢ a resposta do bios

acetilcoli .
lina 5,0 x 10” mol L, em fungdo do pH,
, contendo KCl10,1 mol L.

mantidas por solucdes tampdo fosfato

10 x 10
x102¢5,0x 10° mol L™

76
72+ /\" ()
68 -
S 64'— H/)
g
™ 60F
8 g
|
S 56
2 |
D-‘n 52_
44
64 66 68 70 27 74 16 78 80 82

. a (B) ’
52| \l
48

44

T

40

Resposta / mV

N

BB
6 7'8 8,0 812

74 T

32
54 66 68 70 12
pH

pdo

pH da solugdo tam
gCl

;ométrico em fungdo do

Figu
ra 24: Resposta do biossensor potenc
3 mol L

fosf;
ato (A) 1,0 x 107 mol L'e(B)¢ 5,0 X
50 de cloretO

1 pletrodo d¢ referéncia: Ag/A

3 -1
de acetilcolina: , 10 molL

(Kcy
0,1 mol L™"). Concentrag
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umento do pH provoca um aumento do
foi obtido, em ambas as
107 mol L!

Observa-
rva-se pelas curvas da F igura 24 que 0 &

Potenci
cial do bj
o bio :
ssensor potenmométrico. Um valor maximo
ue em soluglo tampéo 1,0 X

solugge
S tampa
pdo, em pH 7,3. Deve ser ressaltado q
agiio, em OTNO de um valor

0 bj
0ssens
Oor anr
médio. Dovig presentava uma resposta com acentuada oscil
: l O a e «
sse fato, os potencials medidos apresentaram de

Superi
iores g
ue aqu H
queles obtidos em solugdes tampdo 5,0 X , em todos os valores

svios padrdo bem

10 mol L

d .
pH Investigados.
preendida

A j A e
ety influéncia do pH sob
ando-s
¢ que as enzimas apresentam grupos

ca pode ser melhor com

re a catalise enziméti
esprotonéveis em seus

protonéveis/d

do sitio ativo da enzima ou serem

resid
uos. A

lguns destes grupos podem fazer parte
nsional da enzima.

alguns grupos da e
oncentragdo hidrogeni
leva a enzima a uma

ortant
es
para a manutengdo da estrutura tridime
nzima podem ser

Assim
Protonad , dependendo do pH da solugdo,
SO
u desprotonados. Nesse sentido, existe uma ¢

Propici
1a um a :
¥¢
anjo de grupos protonados e desprotonados, que
talitica.

mero € tipo de gru
nizados, ou seja,
ém grupos protond
ciéncia da catalise

mitir uma

Onica que

conformacsg ;

Magdo ideal para exercer sud atividade ¢

do nt pos jonizaveis que uma
stdo orga
o substrato cont
substrato. A efi

ubstrato, para per

Est "
e pH 6timo depende, portanto;
depende de sua

enzi
ma g

r

presenta ¢ da seqiiéncia em qU€ ©
quando

veis, as

Cstrut
ura : re
priméria. Por outro lado
b4
carga do

Variacs
a¢des
de pH também poderdo afetar 2
a enzima € 0 s

de
Penders
erd 5
, entdo, de como s¢ encontrani,
¢do tamp4o,

centragdo da solu
stdo

o. Os resultados €
2 do biossensor

interacy
¢80 eficiente entre ambos [7]
Um '
mantid, outro pardmetro investigado foi
em
pH 7,3 na resposta do bioss

apreSe
ntad .

os na Figura 25. Pode-se observar
ugdo tam

mento da capac
er as variag0¢
acético, resulta
2- do sistem
riagdo do potencial
dependentes

o efeito da con
otenciométric

ensor P
que a respost

pela Figura 25,
pdo qumenta.

idade tampona
s na quantidad
nte da hidrolise

a tampdo &,

nte do meio, que

dim;
Inuj g
med:
edida que a concentragdo da sol
e de fons

Est
diming: e fato pode ser explicado pelo au
14 o eqs
sensibilidade do biossensor par? respond
o acido

H;0* pr )

oduzidos produzidos pela ionizagdo

sdo consumidos pelo HPO+4
m decorréncia, ava

enzi ,
matic

a do cloreto de acetilcolind,
o eletrodo 80

0 con
Se .o A . . - r
qiléncia, a variagdo do pH s€r? menor.
Ru(m)/RU(IV) na superﬁcie d

t()r
na-S
€ mini .
nima, pois as transig0es

da v
a X
Nagdo do pH da solugdo.
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80
70
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]
~ 40
N
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]
24
10
- |
0 &
'1O'tl.1.‘41___,-4,___1,._.x,l.1LJ
0 10 20 3 40 50 60 70 80
[Tampio fosfato] X 10° /mol L
Figur.
N a 25: Resposta do biossensor potenciométrico em fungio da concentragio
Solucj N .
ol h:?ao tampio fosfato, pH 7,0. Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KC1 0,1
ol - .
- Concentragdo de cloreto de acetilcolina: 5,0 x 107 mol L g
ura 25

0] : .
utro fator que pode explicar a diminuigdo da resposta do biossensor na Fig
o da

é
a
mud )
Cone anga na atividade catalitica da enzima ACHE provocada pelo aument
Chtracy . ‘
14930 de H,PO," ¢ de HPO4™ na solugdc. Esses fons podem interagir com grupos

Que &
azem )
parte do sitio ativo da enzima ou com grupos qué P

da
Cnzim
a . o ,
¢, conseqiientemente, a atividade catalitica da enzima [7.9]-

de acetilcolina
4o tampao fosfato, pH 7,3 em
curvas de calibragio obtid
estio apresentadas

Esg
€ estudo foi realizado utilizando-s€ solug
as em

entracy _
fungy Fagio 1,0 x 10° mol 1 ¢ 5,0 x 107 mol L'+ A5
0 - .
da concentr agdo do substrato, nas respectivas solugdes tampdo;

M2 f igura 26.
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250

225 |
200 -
175 |

150

E/mV

125

100

75

50 _4’0 _3’5 1

170
160 | |
150 b
140 ‘

130

E/mV

120

110

100

ciométrlco A 1’
Figura 26: Resposta do biossensor poten < fosfato d centragdo ((K)cl 0
) 50 tampd ia cl ,
de cloreto de acetilcolina, €M SOlug.?OEletrodo Je referéncid ghe

107 mol L' e (B) 5,0 x 10'3 mol L
mol L1,
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sta linear para O

presenta uma respo

que o biossensor a
0 x 10%a 0,1 mol L' de

ato, na faixa de 1
as. O aumento line
o aumento do nimer
trato aumenta.

0]
bserva-se pela Figura 26,

acido acst:
cé :
tico produzido da hidrolise do substr
ar do potencial

010ret
0 de a 1 4
cetilcolina, em ambas as solugdes tamponad
o de

ser explicado pel

oléculas de subs
se mais pronunciada,

a0 ay
mentar
a concentragio de substrato pode

hltera 3
¢oes enzi d
€nzima 0 m
ima-substrato, pOiS 0 namer c
0 substrat() torna-

¢ afeta 0 potencia
via de regra, mui
prética, solugdes
ye se usa sd0
de seus

1 do biossensor-

to menor

Congeqyi

eqiie

qiientemente, a taxa de hidrolise d
produzida, qu

aum
entand :

0 a quantidade de 4cido acético
da enzima €,

Nas
reacs e e
acOes enzimaticas, a concentragdo
tre suas massas moleculares. Na

Que a

equime 1ea rSaubstrato, dada a diferenga €n

eNzimas irr?oijlfnzdima ¢ substrato ndo s&0 usadas € nem sequer obtidas. 0 d
Substratos. D izadas ou soluges de enzima my idas do que a5
. Dessa forma, nas reagdes enzimaticas, amero de molé

Muitg j
inferi -

ior ao namero de moléculas do subst
ente trabatho

rato.
a estabilidade durante 0

que a resposta do

30 fosfato 5,0
n de 80% :

O bi
io
ssensor proposto no pres

Perjogd
o de
uso do mesmo, ao redor de trés

eletrod
0 para o aci : i
para o dcido acético produzido n? hidrok
¢ da orde

¢ dois meseS
e aproximada

de uso continuo;

X 1073 mo] L1
, pH 7,0, apds 0 periodo d
mente 205 medidas.

da_ T
€sposta origi
original, permitindo a realizagio d

105_/
100 -

95

90 4

Resposta

%

85

80 +
100 120

60

75
0 20 40
Tempo / dias

Fisur:

gura 27: Resposta do biossensor para 04
<o do tempo ¢ uso-

e 03 biossensores.

d :
a acetilcolina 0,01 mol L em fungd
L Média Ja respost

S b1
olugdo tampdo: 5,0 x 10 mo
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3.5
2~ Avaliaci ;
iaciio da inibicio da enzima AChE

Consi
sidera
ndo-se os resultados do biossens

meSm
0 apre
se -
nta caracteristicas muito promissoras P
realizada

inibidor
es d -
a enzima AChE. Essa investigagdo foi
forado.
da enzima peloM

desse pesticida,

Paratj
ation (M
A( P) como pesticida organofos
s medi
0 bios didas da resposta de inibigdo
se
nsor em contato com a solugad

Proced;
edim
en .
incuba¢~ to descrito no item 2.8. EssC temp
A0 in\-e . )
stigados e utilizados por outros autores

resp

bstrato,

f()sf o

Orilagdo i
i ‘ :
rreversivel da enzima AChE. A respostd inicial do

Parada com a obti
obtida para €ss¢ su

0 orj .
grafico da inibigao da resposta (1 d

Mp
esta
4 apresentado na Figura 28.

or potenciométrico,

ara sef usado para

p foram realizada

durante 10 min,

o foi escolhido c
[77})8.99].

agﬁo .
, 0 bio i
ssensor apresentou uma menor osta para 2 acetl
o inibigd0 Tal

ativagdo.

62

pelo Metil Paration

observou-s¢ que 0
a determinagao de
empregando-se o Metil
s mantendo-
conforme
pos de

om base nos tem
de pré

Com esse tempo
jcolina 0,01 mol L,
fato € atribuido 3

biossensor foi restaurada

35 _/
| Inibigéo (mV) = 170,556 * 20,785*Iog[MP] /
a0 r=09935 g
25 -
>
E 29
R o
g s
L=
= ”
S o
5 -
. 6
82 80 T8 76 T4 a2 70 LI
log [Metil Paration]
Fi . strico €M fungdo
d‘lgura 28: Inibigdo da respost? piossensor potencxom(itrl(; o e
o log da concentragd® de Metil paration; © ida em 0 do 10
mol L™

mol 1! .
ol L', pH 7,0. Cloreto de acetilcolma: )
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neentragdo de 50x j0tal,8x 107

A cu
rva da Fi T
a Figura 28 foi linear na faixa de €0
amente. O grafico

e 25% de inibigao.
jo maxima de 25
cubagdes do bio

respectiv

mol !
, que corr
correspondeu a 10 %
%, para uma faixa

apres
entado
na Fi
a Figura 28 mostra um grau de inibi¢
gsensor em

nte pequena. In

lin
car d
e
solugy dconcentraG?lo de MP relativame
€S de MP
em co 5 i ) ) i
neentragdes superiores & 1,8 x 10 7 mol L foram realizadas pard
aior extensdo.
%, pard

a superior 2 30

verifi
lcar se a i
e 2 inihics
a inibigdo poderia ocorrer €M m
pibigo ndo
rem que somente

Os
resu
Itados mostraram que O graY de i
I Tais resultados Sug°

Concent
ragd
uma parci es de MP superiores a 1,8 X 10”7 mol L
ela ree .
de sitios ativos foram inibidos pelo MP-
mente 05 sitios

s na superﬁcie da

ativos presente
er explicado

Assi
im :
sendo, ¢ provavel que SO

Camad
a de ;
en
zimas AChE foram inibidos pelo
mas ndo s€ en

Ime fino

cons;j
ider.
ando-
do-se que a camada de enzi

imobjlig,
ad
o na superficie do cletrodo de RuO2

Subst
Tato at
ravé
vés dessa camada de enzimas ndo ocorre

€S¢ S \Y ,V

No ¢
etrod
od
e RuO,, associada a porosi

10n
80 do film
1l ..
e de 6xido metdlico, contribuam

molge
u1as
inte de MP para o interior da ¢
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