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Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um biossensor potenciométrico a base de
enzima acetilcolinesterase (AChE) usando como transdutor, eletrodos de grafite e
grafite modificado com filmes de poli(2-aminofenol), poli(3-aminofenol) e poli(4-
aminofenol). A capacidade de transdu¢do destes eletrodos em relagdo ao acido
acético foi avaliada em fluxo e os eletrodos de grafite e grafite modificado com
poli(4-AMP) apresentaram caracteristicas analiticas promissoras para detec¢do
potenciométrica. A enzima AChE foi imobilizada por ligacdo covalente cruzada,
nas superficies de grafite e grafite/poli(4-AMP). Figuras de mérito (LD, LQ, faixa
linear de resposta, sensibilidade, tempo de restabelecimento de linha base,
velocidade de resposta) para os dois biossensores foram avaliadas em func¢do da
concentracdo do substrato. A resposta do biossensor (grafite/poli(4-AMP)/AChE)
foi otimizada em relagdo a diferentes condi¢des experimentais (pH, concentragdo
de tampdo fosfato, concentracdo de substrato, vazdo e volume de amostra).
Medidas de voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica e
imagens de Microscopia de For¢a Atdmica(MFA) dos eletrodos de grafite com
poli(4-AMP) e do biossensor (grafite/poli(4-AMP)/AChE) foram realizadas para
confirmar modifica¢des provocadas pela imobilizagdo da enzima AChE.

A porcentagem de inibi¢do foi avaliada usando o diclorvés em diferentes
concentragdes ¢ tempo de incubacdo. A relacdo atividade enzimatica imobilizada
vs concentragdo do substrato foi otimizada para propor um método sem parada de
fluxo. Os LD e LQ foram 0,8 pumol L' (0,18 mg L") ¢ 2,4 umol L’
(0,53 mg L), respectivamente. Recuperagdes em amostra de batata mostraram
para um intervalo de confianca de 95%, que o método foi suficientemente exato
para os niveis de concentrac¢do de diclorvos avaliados. Resultados de coeficientes
de variagdo relativo, e de variagdo global, validam a precisdo do método, além de
serem comparaveis a valores de precisdo obtidos por cromatografia gasosa com
detecgdo por captura de elétrons e espectrométrica de massa.

Os resultados mostraram que o eletrodo de grafite/poli(4-AMP) apresentou
biocompatibilidade para imobilizacdo de AChE e o biossensor pode ser usado
como sistema de detec¢do em fluxo para determinag@o de residuos de agrotoxicos

inibidores da AChE em amostras de alimentos de origem vegetal.



Abstract

In this work a potentiometric biosensor based of enzyme
acetylcholinesterase (AChE) was developed. As transducer, graphite electrodes,
and graphite modified with film of poly (2-aminophenol), poly (3- aminophenol)
and poly(4-aminophenol) were used. The ability of these electrodes in the
transduction in function of the acetic acid concentration was evaluated in a flow
system, and the electrodes of graphite and graphite modified with poly(4-AMP)
showed promising analytical characteristics for potentiometric detection. The
enzyme AChE was immobilized by cross-linking on the surfaces of graphite and
graphite / poly(4-AMP). Figures of merit (detection limit, quantification limit,
linear response range, linearity, sensitivity, washing time, velocity of response)
for the two biosensors were measured in function of the substrate concentration.
The response of the biosensor (graphite/poly(4-AMP)/AChE) was optimized for
different experimental conditions (pH, phosphate buffer concentration, substrate
concentration, flow rate and injection volume). Studies by electrochemical
impedance spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry and AFM analysis for graphite
electrodes, with poly (4-AMP) and graphite / poly (4-AMP) / AChE changes were
made to confirm the modifications in the electrodes.

The percentage of inhibition of AChE enzyme inhibitor has been evaluated
using the dichlorvés in different concentrations and time of incubation. The
enzyme activity immobilized vs. concentration of the substrate was optimized to
propose a method without stopped flow to a maximum of inhibition. The
detection and quantification limits of 0.8 pmol L™ (0.18 mgL™) and 2.4 pmol L
(0.53 mg L") for dichlorvos, respectively, were obtained without stopped flow.
Recoveries in potato sample showed that the method was sufficiently accurate for
the levels of dichlorvos evaluated at a confidence interval of 95%. Coefficient of
variation and coefficient of variation global validated the precision of the method.
These results were comparable to values of precision obtained by gas
chromatography with electron-capture detection and mass spectrometry.

The results showed that the graphite -electrode/poly(4-AMP) was
biocompatible for imobilization of the enzyme AChE and the biosensor can be
used as detector coupled with flow injection analysis for determination of waste

pesticides inhibitors of AChE in foods of vegetal origin.
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1 Introducio

O crescente aumento da produtividade agricola estd associado a
incorporagdo de varias tecnologias ao processo de modernizacdo da agricultura,
dentre elas, o uso de produtos quimicos agressivos ao meio ambiente e a
qualidade de vida do ser humano. Dentre estes diferentes produtos quimicos
destacam-se os agrotoxicos, utilizados em abundancia para prevenir a queda na
produtividade agricola devido a ocorréncia de pragas. (CAMPANHOLA et. al.,
1997). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria-ANVISA e de
acordo com o decreto federal n® 4074, de 04 de janeiro de 2002, agrotoxicos e
afins sdo: “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢do de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢cdo da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento”.

Os agrotoxicos tém sido usados por mais de sessenta anos devido a sua
eficacia em controlar uma grande variedade de pragas, doengas e plantas daninhas
que infestam as diferentes culturas, garantindo assim uma maior produtividade e,
conseqiientemente, o retorno econdmico da atividade agricola. Segundo dados do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento-MAPA, a produtividade para

algumas culturas tem aumentado consideravelmente (Tabela 1).
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Tabela 1 - Produtividade brasileira para algumas culturas nas safras de 1990 e 2007.

» N Aumento na
Cultura 1990/ kg hec 2007/ kg hec
produtividade / %
Coco-da-bahia 3.433 7.126 107,6
Laranja 15.352 22.270 45,1
Maga 18.249 26.285 44,0
Mamao 32.105 48.337 50,6
Melancia 13.033 19.160 47,0
Melao 10.522 22.073 109,8
Péra 8.714 11.226 28,8
Péssego 6.672 9.896 48,3
Soja (em grao) 1.732 2.230 28,8
Tangerina 14.716 20.207 37,3
Tomate 37.147 58.627 57,8
Trigo (em gréo) 1.154 1.975 71,1

Fonte: MAPA — Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. (www.mapa.gov.br) acesso em
fevereiro/2008.

Este aumento de produtividade se deve ao uso cada vez maior de
agrotoxicos, o que pode ser confirmado pelos dados do Sindicato Nacional da
Industria de Defensivos Agricolas-SINDAG (SINDAG, 2006). Em 2001, o Brasil
consumiu 328.413 toneladas de produtos formulados, correspondendo a 151.523
toneladas de ingredientes ativos. Em 2005, movimentou cerca de 4 bilhdes de
ddlares com a venda de agrotdxicos, totalizando um aumento de 390% no volume
de recursos movimentados com a venda de agrotoxicos entre as safras de 1990 a
2007 (Figura 1). Desta forma, considerando-se o consumo em dez paises que
representam 70% do mercado mundial de agrotoxicos, o Brasil aparece em 7°
lugar no “ranking”. O emprego de agrotdxicos nos Estados de Sdo Paulo, Parand e
Minas Gerais representa atualmente 50% do total utilizado no Pais. A maior
utilizagdo dessas substancias ¢ na agricultura, mas também em saude publica, para
a eliminacdo e controle de vetores transmissores de doengas endémicas. Sdo

utilizados também no tratamento da madeira para construcdo, no armazenamento
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de grios a sementes, na producdo de flores, para combate a piolhos e outros

parasitas, na pecudria, entre outras aplicacdes (GAZETA MERCANTIL, 2006).

USS$ bilhdes
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Figura 1 — Vendas de defensivos agricola no Brasil safra de 1990

ABIQUIM (http.://www.abiquim.org.br- acessado dia 07/10/2008)

Em decorréncia do uso intensivo e do tempo de meia vida no ambiente, os
agrotoxicos persistem na forma de “residuos”. De acordo com o DECRETO N°
98.816 de janeiro de 1990, residuos de agrotoxicos sdo definidos como:
“substancia ou mistura de substdncias remanescentes, existentes em alimentos ou

no meio ambiente, inclusive quaisquer derivados especificos, tais como, produtos

de conversdo, degradacdo e metabdlitos, considerados toxicologica e

ambientalmente importantes”. Estes residuos podem persistir gerando diversos
problemas relacionados a saude publica e ao desequilibrio ambiental, incluindo:

intoxicacdes de agricultores, contaminagdes de alimentos, dgua e solos, resisténcia

a espécies combatidas em relagdo as substancias empregadas e danos em espécies

nao visadas (KAMRIN, 1997).

a 2007. (Fonte:
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O uso de agrotoxicos no processo de produgdo agricola e a conseqiiente
contaminagdo dos alimentos (Figura 2 e Figura 3) tém sido alvos de constante
preocupacdo no ambito da saude publica. Isso torna necessaria, a realizacdo da
avaliacdo toxicoldgica e o estabelecimento de parametros de seguranca relativos a
sua utilizagdo, bem como de programas e acdes de controle, cientificamente
embasados e tecnicamente aplicaveis.

Existe um grande nimero de registros de agrotoxicos por cultura e também
muitos produtos comerciais no mercado. Geralmente, os agricultores aplicam
varios tipos de agrotdéxicos em uma mesma cultura, assim os residuos sio
encontrados em limites acima do permitido e ndo sdo autorizados para

determinada cultura (Figura 2, Figura 3, Tabela 2, Tabela 3).
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Figura 2 — Porcentagem de amostras em que foi detectada a presenca de residuos de
agrotoxicos em algumas culturas. (Fonte: IMA - Instituto Mineiro de Agropecudria-Laboratério de

Anadlise de Residuos-2007)
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Figura 3 — Porcentagem de amostras que apresentaram residuos acima do permitido

ndo autorizado para a cultura. (Fonte: IMA - Instituto Mineiro de Agropecudria-Laboratério de

Andlise de Residuos - 2003)

Tabela 2 - Porcentagem de amostras que apresentaram residuos acima do permitido e

ndo autorizado para a cultura

Amostras insatisfatorias* / %

Cultura 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Alface 8,64 6,67 14,0 46,45 28,68 40,00
Banana 6,53 2,22 3,59 3,65 N 432
Batata 222 8,65 1,79 0 0 1,36
Cenoura 0 0 19,54 11,3 N 9,93
Laranja 1,41 0 491 4,70 0 6,04
Mamao 19,5 37,56 2,50 0 N 17,21
Maca 4,04 3,67 4,96 3,07 5,33 2,9
Morango 46,03 54,55 39,07 N 37,68 43,62
Tomate 26,1 0 7,36 4,38 2,01 4472

N - andlises ndo realizadas. *Residuo de agrotoxico ndo autorizado para cultura ou niveis de residuos acima
do Limite Mdximo de Residuo. Fonte: ANVISA/ Programa Nacional da Andlise de Residuos — PARA;
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Tabela 3 — Resultados consolidados do PARA 2007

Cultura

Total de
Amostras
Analisadas

Amostras

insatisfatorias

Total

%

Principios ativos encontrados nas
amostras insatisfatorias

Alface

135

54

40,0

NA - ditiocarbamatos,
metamidofos, acefato, clorpirifds

Batata

147

2

1,36

NA - Endossulfan

Morango

94

41

43,62

NA - metamidofos, clorotalonil,
folpete, tetradiofona, procloraz,
endossulfan, acefato, captana,
Tetradifona, pirimifos-etilico,
cirpoconazol, dimetoato,
clorpirifos, profenosos.

Acima do LMR- difenocanazol,
ditiocarbamatos, iprodiona,
azoxistrobina, procimidona.

Tomate

123

55

44,72

NA — metamidofos, clorpirifos,
monocrotofos, endossulfan.

Maca

138

2,90

NA - azinfos metilico,
lambdacialotrina, diclorvos.

Banana

139

4,32

NA-procloraz, lambdacialotrina.
Acima do LMR - tebuconazol,
carbendazin

Mamao

122

21

17,21

NA- clorpirifés, bromopropilato,
dimetoato, lambda-cialotrina,
endosulfam, acefato.
Acima do LMR- carbendazim,
tetradifona, clorotaonil

Cenoura

151

15

9,93

NA- fenitrotiona, procloraz,
profenofos
Acima do LMR- triazofés

NA — ndo autorizado para cultura; LMR- Limite Mdximo de Residuo. Fonte: ANVISA/ Programa Nacional

da Anadlise de Residuos — PARA,

O uso indevido de agrotoxicos ndo permitidos para as culturas

monitoradas, bem como de agrotéxicos autorizados, porém com residuo

encontrado acima do limite maximo permitido de residuo (LMR), podem ser

observados na tabela 3. O resultado mais grave foi a detec¢do de monocrotofés na

cultura de tomate, ingrediente ativo que ndo tem mais uso autorizado no Brasil

desde 30/11/2006, em virtude, principalmente, de sua elevada toxicidade e

neurotoxicidade. O aumento nos residuos de agrotoxicos encontrados em tomate,
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alface e morango em 2007 pode ser correlacionavel com o subito acréscimo
observado na importagdo de agrotoxicos por paises da América do Sul, incluindo
o Brasil, particularmente, os agrotoxicos organofosforados.

O setor agricola no Brasil ¢ forte principalmente no que se refere ao
comércio internacional de alimentos, no entanto ¢ imprescindivel o atendimento
as exigéncias de paises importadores. Em geral, os produtores tém dificuldades
em determinar 0 momento mais oportuno de se aplicar o agrotdxico e acabam por
realizar pulverizagdes freqiientes. Com isso, as dificuldades para exportagio
aumentaram muito nos paises em vias de desenvolvimento (FELLENBERG,
1980). Desta forma, tornou-se necessaria a determina¢do de niveis de residuos,
além de um controle nos intervalos de seguranca, para que produtos de origem
vegetal sejam comercializados nacional e internacionalmente. Estas a¢des sdo
importantes para referenciar os produtores quanto as boas praticas agricolas e,
caso estas ndo estejam sendo seguidas, permitir a tomada de medidas preventivas
e de controle antes que residuos desses contaminantes quimicos afetem o meio
ambiente e a saude da populag@o ou causem graves perdas econdmicas.

Por serem muito diversificados, os agrotoxicos utilizados nos alimentos,
e encontrados em concentragdes muito baixas (da ordem de pg/kg), e também por
poderem estar presentes em uma grande variedade de matrizes, cada uma com
suas particularidades, a identificacdo e a quantificacdo destes compostos nos
alimentos ¢ uma andlise extremamente complexa. Atualmente, o numero de
laboratorios capacitados para este fim no Brasil ¢ ainda insuficiente,
demonstrando a importancia da concentragdo de esforcos em atividades de

pesquisa a fim de subsidiarem esses tipos de informagdes.
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2 Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi propor uma metodologia alternativa
aos métodos classicos, usando o acoplamento das técnicas, analise por inje¢do em
fluxo e deteccdo potenciométrica para quantificar residuos de diclorvos em
alimentos de origem vegetal, abrangendo:

e Desenvolvimento de biossensor potenciométrico a base de acetilcolinesterase
imobilizada em eletrodos de grafite recoberto com filmes de poliaminofenois;

e Desenvolvimento de metodologias baseadas em extragdo, pré-concentragio,
separacdo e detec¢do de residuos de pesticidas da classe organofosforado,
aplicados a amostras de alimentos de origem vegetal;

e (aracterizar as figuras de mérito do método proposto tais como: curvas
analiticas, linearidade, detectabilidade (limite de deteccdo e limite de
quantificagdo);

e Avaliar a exatiddo e precisdo do método proposto através de ensaios de
fortificacdo e recuperagdo em amostras de alimentos de origem vegetal,
comparando os resultados obtidos a cromatografia gasosa com detecg¢do por
captura de elétrons e cromatografia gasosa com detecg¢do espectrométrica de

massa.
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3 Revisao bibliografica

3.1 Agrotoxicos

As primeiras substancias utilizadas como agrotéxicos, foram substancias
toxicas de origem natural, tais como piretro, nicotina, além de substancias
inorgéanicas como mercurio e enxofre. O uso de agrotoxicos sintéticos se deu com
a descoberta do poder inseticida do DDT [1,1,1-tricloro-2-bis(p-clorofenila)-
etano], ocorrido por volta de 1940 (YOKOMIZO, et al., 1985). Desde entao,
inimeros outros principios ativos t€ém sido intensamente utilizados, e dependendo
de sua finalidade ou forma de acdo sdo classificados em grupos e classes
quimicas, conforme descrito na tabela 4. S@o utilizados com diversas fungdes,
sendo algumas delas: herbicidas, fungicidas, acaricidas, algicidas, larvicidas e
inseticidas dentre outras. As fungdes basicas destes pesticidas na agricultura séo:
proporcionar alta produtividade, boa “qualidade” dos produtos e redugdo de gastos
com mao-de-obra e energia.

Dentre os agrotoxicos, os inseticidas e herbicidas sdo os que representam
as classes de compostos de maior preocupacdo para a sociedade. Considerando-se
0 uso intensivo na agricultura, destacam-se: os organofosforados, carbamatos e
piretroides. As substincias destas classes tém sido utilizadas em diversos tipos de
plantagdes para combater pragas, nos domicilios contra moscas € mosquitos, além
de empregadas por 6rgaos de saude publica no combate a vetores de doengas (por
exemplo, controle do Aedes Aegypti, mosquito da dengue). Em plantagdes, sao
aplicados nas partes aéreas de vdrias culturas como: alho, cebola, trigo, arroz,

milho, frutos, hortalicas, feijdo, batata, algoddo, amendoim, soja, cacau, café¢ e
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centeio, além de serem usadas também no armazenamento de gréos e farelo de

trigo (IPCS, 2001).

Tabela 4 — Classificacdo de agrotoxicos quanto ao grupo e classe quimica

Grupo e funcio Classe
Carbamatos

Inseticidas

Organofosforados
(controle de insetos) Organoclorados
Acaricidas(controle de acaros) Benzoiluréias substituidas
Organometalicos
Ftalimidas
Benzimidazois
Fungicidas Imidazdis
Acilaminas
Ditiocarbamatos
Dicarbamatos
Inorgéanicos (Sulfato de cobre)
Triazinas
Uréias
Uracilas
Tiocarbamatos
Herbicidas Dinitrofenois
Amidas substituidas
Bipiridinicos
Fenoxis

(controle de fungos)

(controle de fungos)

Acidos Benzoicos
Acidos fenoxialifaticos

Piridinas
Molusquicidas (controle de Moluscos) Metaldeido
Fosfito de zinco
Rodenticidas (controle de roedores) Fésforo branco
Cumarina

Fonte: EPA- Environmental protection Agency- Estados Unidos — www.epa.gov; acesso em 02/01/2007.

Teoricamente, os agrotoxicos devem exercer uma agdo toxica especifica
para um dado organismo alvo (BOLOGNESI, C. & MORASSO, G., 2000). Ha
casos onde a acdo ¢ especifica, como por exemplo, os herbicidas sist€émicos que
atuam através da seiva das plantas. Porém, na maioria das vezes, eles nio
apresentam a acdo especifica desejada e atingem todo o ecossistema.

Os agrotoxicos sdo substancias xenobidticas, que como os farmacos, tém a

caracteristica de acdo topica em pequenas quantidades, porém apresentam efeitos
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téxicos acima de uma determinada dose. Desta forma, todo trabalho realizado
atualmente, com relagdo ao monitoramento de residuos de agrotoxicos, leva em
consideragdo esta caracteristica, buscando definir limites (doses) de xenobidticos
que nao causem danos a saude e ferramentas para investigar se estes limites estdo
sendo obedecidos.

Os agrotoxicos sdo em geral substancias téxicas, podendo sua utilizagdo
oferecer ou ndo perigo para o ser humano. A seguranga que se pode ter em seu
uso estd diretamente relacionada com a toxicidade do composto, o grau de
contaminagdo e o tempo de exposicdo a ele durante a aplicagdo. Os principais
problemas acarretados pelos agrotoxicos sdo resultados de sua utilizagdo
indiscriminada. Desta forma, produtos considerados pouco toxicos, como o0s
piretréides de uso doméstico, ndo sdo necessariamente indcuos quando utilizados
de forma continua e direta. (SILVA & GULNAR, 1998; CLEMENTI et al., 2007).

A contaminag@o por agrotdxicos pode ocorrer de forma direta ou indireta
(CLEMENTI et al, 2007). A primeira ¢ conseqiiéncia da exposi¢do excessiva das
pessoas que trabalham com estas substdncias. A forma indireta resulta da
exposicdo da populagdo aos agrotoxicos, seja devido a ocorréncia de acidentes,
seja pela contaminag¢@o do ambiente por residuos industriais, ou por conseqiiéncia,
de aplicagdes pouco criteriosas ou por contaminagdo de produtos de consumo.

A toxicidade dos agrotoxicos pode ser compreendida através das suas
caracteristicas fisico-quimicas. Os organofosforados, por exemplo, apresentam o
mesmo comportamento dos organoclorados, que se acumulam em gorduras
(KAMRIN, 1997). Sdo primariamente transformados, em sistemas aquaticos, tendo
baixo potencial de bioacumulagdo, no entanto seus metabolitos podem apresentar

toxicidade maior que o proprio pesticida original (BARCELO, 1993). A OMS
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(Organizagdo Mundial de Saude) recomenda a classificagdo por periculosidade
dos agrotéxicos em classes, segundo os valores de DLs (dose letal mediana) em
camundongos, ou seja, a dose a partir da qual se observa a morte de 50% dos
animais de uma populacdo exposta. A tabela 5 mostra a classificagdo dos
agrotoxicos por periculosidade, segundo a recomendagdo da Organizagdo Mundial

de Saude.

Tabela 5 - Classificagdo de agrotoxicos quanto a toxicidade.

Classe toxicologica Categoria Cor da faixa no DL 50 /mg kg™
rotulo
I Extremamente toxico <5
11 Muito toxico Amarela 5a50
Moderadamente
11 . 50 a 500
toxico
v Pouco toxico Verde 500 a 5000

Fonte: GALLO et al, 1988.

A regulamentacdo quanto ao uso de agrotoxicos estd baseada ndo sé no
controle das classes quimica e toxicoldgica dos principios ativos autorizados.
Também sdo estabelecidos niveis de referéncia, que correspondem a quantidade
maxima de residuo de determinado agrotoxico que pode ser aceita em cada
alimento, quando destinado ao consumo humano (NUNES & RIBEIRO, 1999,
CODEX, 2008). Teoricamente o estabelecimento e o cumprimento destes Limites
Miaximos de Residuos (LMR), permitem preservar a saude do consumidor da a¢do
toxica. Desta forma, varios organismos nacionais € internacionais estdo
encarregados de estabelecer tais limites. Em 1962 foi criada, a nivel internacional,
a Codex Alimentarius Commission, um 6rgdo da ONU, subsidiado pela FAO

(Food and Agriculture Organization) e pela OMS. A contribuicdo do Codex, neste
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contexto, ¢ de estabelecer valores de LMR que podem ser aceitos livremente
pelos mais de 150 paises membros da comissao.

De maneira geral, o acompanhamento e colaboragcdo tecnologica e
cientifica do Codex tem sido feito pelo JMPR (Joint FAO/WHO Meeting on
Pesticide Residues), que consiste em um grupo de peritos da OMS e de
especialistas da FAO em residuos de agrotoxicos em alimentos € no meio
ambiente. Os peritos da FAO estimam os valores de LMR em diversos alimentos,
para os agrotdxicos cujos valores de Ingestdo Didria Aceitavel (IDA), ja tenham
sido fixados pelo grupo e especialistas da OMS. Os valores estabelecidos pela
JMPR sdo baseados em dados toxicoldgicos, e os LMR tém como base os
métodos de aplicagcdo dos agrotoxicos, levando em consideracdo a concentracio
residual obtida nos estudos de degradagdo do composto. Os valores de IDA e de
LMR sao referendados por bases distintas de dados, mas estdo convenientemente
relacionados, de modo a assegurar que os agrotoxicos utilizados ndo apresentem
nenhum risco a saude dos consumidores.

Nos Estados Unidos, o orgdo responsavel pelo estabelecimento dos
valores de LMR ¢ a EPA (Environmental Protection Agency), e o responsavel
pelo cumprimento dos limites fixados € o FDA (Food and Drug Administration).
Tais 6rgdos contam com legislagdo propria e os valores de referéncia estipulados
tém sido freqlientemente revistos, uma vez que os métodos analiticos t€ém se
tornado cada vez mais eficazes.

Na Comunidade Européia existem diretrizes que estabelecem os LMR, e
estas devem ser adotadas por todos os paises membros. Tais diretrizes variam
conforme a classe do agrotoxico e os tipos de alimentos estudados. Cada pais

membro da Comunidade Européia € encarregado de executar programas de
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inspecdo para impedir que alimentos de origem vegetal ou animal que contenham
residuos superiores aos estabelecidos sejam colocados no mercado (NUNES &
RIBEIRO, 1999; CODEX, 2008).

O Brasil, como membro da ONU, a principio segue as orientagdes do
CODEX. Casos especificos sdo estabelecidos através de portarias da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), publicadas no Diario Oficial da

Unido.

3.1.1 Organofosforados

Os organofosforados sdo compostos organicos derivados do 4acido
fosforico, do acido tiofosférico ou do acido ditiofosférico que contém, sem
excecdo, um atomo central de fosforo pentavalente ao qual estd ligado um atomo

de oxigénio ou enxofre mediante dupla ligacdo, como pode ser visto na figura 4.

S
Il
Cl N OP(OCH,CH3), ﬁ
=
| OZN@—OP(OCH3)2
cr ¢l A |
0,0-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato
0,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridilfosforotioato Metil Paration
Clorpirifos
i 0
(CH30),PSCHCH,CO,CH,CH Cl,C=CHOP(OCHs),

CO,CH,CHj

2,2-diclorovinil dimetil fosfato

e . . . Diclorvos
Dietil (dimetoxitiofosforiltio)succinato

Malation

Figura 4 — Exemplos de compostos organofosforados empregados como inseticidas

Apresentam efeito tdxico mais agudo para os seres humanos e outros
mamiferos do que os pesticidas organoclorados. Tal como os hidrocarbonetos

clorados, os organofosforados concentram-se, nos tecidos gordurosos.
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A atividade depende dos diversos radicais ligados ao dtomo de fésforo e,
as vezes, pequenas modificacdes nestes radicais podem afetar grandemente a
toxicidade do composto. A substituicdo de radicais metil por radicais etil aumenta
a toxicidade do composto. Por exemplo, o etil paration ¢ mais toxico que o metil
paration, assim como clortion e malation. Quase todos os agrotoxicos
organofosforados apresentam grupos metil, etil ou isopropil (BATISTA, 1974).

Os agrotoxicos organofosforados agem no sistema nervoso central do
inseto, inibindo as enzimas colinesterases. A inibi¢do da colinesterase ocorre
principalmente por fosforilizacdo da enzima, o que a deixa inativa. A inibi¢do da
atividade dessa enzima leva ao acumulo de acetilcolina, provocando estimulacio
descontrolada do sistema nervoso e levando o inseto afetado a morte
(CATALOGO, 2007). A presenca destes compostos em agua e alimentos levanta
um perigo potencial a saude humana, pois assim como nos insetos, estes
compostos inibem a acetilcolinesterase que participa na transmissdao de impulsos

nervosos em seres humanos.

cl, 'T'
Acetilcolinesterase cr
+ . +

a H 9 1
/C:Ciofﬁ)fofc;H3 ENZ*Ser*CHZ*O*I"*O*CHy,

0 ?

\

CH, CH,

Ester dimetil fosfato da Enzima

2,2-Diclorovinil dimetil fosfato Derivado fosforilado inativo

Figura 5 — Esquema da reagdo envolvida na inibicdo da enzima AChE pelo 2,2-

diclorovinil dimetil fosfato.
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3.2 Metodologias usadas na determinacio de agrotoxicos

Desde a década de 1960, o monitoramento de residuos de agrotdxicos em
alimentos de origem vegetal ¢ recomendado. Atualmente varios agrotdxicos sio

analisados, muitas vezes para uma unica cultura. (TORES & PI CO & MANES,

1996). Os agrotoxicos apresentam ampla variedade de aplicagdes e propriedades
fisico-quimicas. Mesmo dentro de cada grupo, os diferentes compostos
apresentam diversidade com relagdo ao uso.

As principais técnicas para andlise de agrotoxicos sdo: a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE (KHAN et. al., 2009; GRANBY & ANDERSEN
& CHRISTENSEN, 2004) e a Cromatografia Gasosa-CG (AMVRAZI &
TSIROPOULOS, 2009; HAJOU & AFIFI & BATTAH, 2004, LARTIGES &
GARRIGUES, 1995). Em geral, as duas técnicas se complementam; como a CG
requer que as amostras tenham estabilidade térmica e alta volatilidade, ela é
aplicada primordialmente as classes de agrotoxicos que apresentam estas
caracteristicas, como os organofosforados e organoclorados. A CLAE devido a
sua versatilidade, ¢ aplicada a um numero maior de classes de agrotoxicos,
especialmente os herbicidas e inseticidas carbamatos. No entanto, a maioria das
metodologias existentes para determinar residuos de agrotdxicos por CLAE, esta
baseada na andlise unirresidual ou na determinag¢do de alguns pesticidas da
mesma classe.

Independentemente da técnica empregada, a andlise de residuos de
agrotoxicos compreende as etapas de extracdo da espécie analitica da matriz,
remocdo de interferentes que sdo extraidos conjuntamente, separacgdo,
identificacdo e quantificagdo de espécies de interesse (LLASERA & REYES-

REYES, 2009; KOVAI & PROSEN & ZUPANI-KRALJ, 2004).
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Os métodos de andlise cromatografica para residuos de pesticidas em
frutas e vegetais reportados na literatura cientifica podem ser classificados em trés
categorias: determinacdo de residuos isolados (ou métodos unirresiduais),
incluindo ou ndo seus metabolitos; andlise multirresiduo de pesticidas de uma
mesma classe e analise multirresiduo de classes diferentes. Esta ultima categoria
¢ denomina por alguns autores como analise multiclasse.

Os métodos de analise unirresiduais (TREVISAN, 2002; NAVICKINE &
RIBEIRO, 2000) geralmente ndo exploram toda potencialidade que as técnicas
cromatograficas oferecem. Por serem menos suscetiveis a interferéncia de outras
espécies analiticas e mais faceis de serem estabelecidos, sdo utilizados
especialmente para o estudo de um determinado principio ativo, como por
exemplo, a sua degradagdo e metabolismo frente a diferentes condigdes.

Os procedimentos de andlise de multirresiduos de uma mesma classe
(OBANA et. al, 2002; ZONG-MAO CHEN & YUN-HAO WANG, 1996),
necessitam de mais recursos que as técnicas cromatograficas dispdem (como, por
exemplo, detec¢do simultdnea em varios comprimentos de onda e eluigdo de
modo gradiente). Tais procedimentos t€ém um enfoque mais voltado para o
mapeamento toxicoldgico de uma determinada area, grupo de pessoas ou para
inspe¢do sanitdria de produtos de exportagdo. A cromatografia liquida com
deteccdo por arranjo de diodos ¢ bastante empregada nesse tipo de analise
(OBANA et. al., 2002; CHRISTENSEN & GRANBY, 2001; MILIADIS &
TSIROPOULOS, 1999; NUNES et. al., 1998).

Os métodos de analise de multirresiduos de pesticidas de classes diferentes
exigem dos sistemas cromatograficos, detectores que fornegam resposta

simultanea a espécie analitica com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. Para
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atingir tal objetivo, a técnica mais desenvolvida e disponivel atualmente ¢ a
cromatografia gasosa, devido a mesma apresentar a versatilidade de se acoplar a
varios detectores. A maioria dos trabalhos em andlise multiclasse de pesticidas
em frutas e vegetais emprega a cromatografia gasosa com detectores de
espectrometria de massa, captura de elétrons e nitrogénio-fésforo. (FRENICH et.

al., 2006; ARREBOLA et. al., 2003; STAJINBAHER & ZUPANCIC-KRALJ,

2003; CASTRO & SANCHEZ-BRUNETE & TADEO, 2001; NAKAMURA et.
al., 1994). Esta técnica tem proporcionado resultados satisfatdrios para analises
de pesticidas em diferentes matrizes (VAN DER HOFF & VAN ZOONEN, 1999).
DRESCHER e FIEDLER (1983) efetuaram determinag¢des de metamidofos em
néctar de alta e baixa viscosidade, injetando os extratos (aliquotas de 2 pL) em
cromatografo a gas com detector seletivo de nitrogénio-fosforo. O indice de
recuperacdo obtido foi em torno de 82%, com amostras fortificadas ao nivel de
0,8mg L"'. OBANA et al. (1997) determinaram, ao mesmo tempo, Acefato e
Metamidofds, usando cromatografia a gds com detector fotométrico de chama. As
recuperagdes para sete vegetais fortificados a 0,1 mg L™ foram superiores a 80%.
Os mesmos autores usaram cromatografia gasosa para quantificar varios
pesticidas  organofosforados em alimentos. Ingredientes ativos como
metamidofds, acefato e dimetoato foram eluidos em coluna de 0,25 um DB-210
(5 m x 0,25mm d.i.) com detector fotométrico e temperatura do forno de 300°C.
Os pesticidas metamidofos e acefato apresentaram recuperagdes variando entre 37
e 60%, apresentando coeficiente de variagdo entre 6,1 e 41,5% (n= 3). WYLIE e
UCHYAMA (1996) efetuaram a determinagdo de seis organofosforados usando
cromatografia em fase gasosa, dois detectores, um detector seletivo de nitrogénio-

fésforo e outro por espectrometria de massas.
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RASTRELLI et al. (2002), usando cromatografia gasosa e detector de
NPD, avaliaram a ocorréncia de 18 pesticidas residuos de organofosforados em
oleo de oliva. De 61 amostras analisadas, 31 apresentaram residuos de azinfds,
clorpirifos, diazinon, dimetoato, fentiona, formotiona, metidationa, paration e
metil-paration, em concentra¢des variando de 0,030 a 0,120 mg/kg. Acefato,
carbofenotion, clorpirifés, malaoxon, malation, metamidofés e dimetoato ndo
foram detectados em nenhuma amostra. Foram realizadas fortificagdes em niveis
de 0,5, 1,0 e 2,5 mgkg. Apo6s extragio com n-hexano, foram obtidas
recuperacdes de 82 a 110%.

MATTERN et al. (1990) determinaram vdrios pesticidas, entre os quais o
metamidofds, em amostras de frutos e vegetais. A metodologia empregada
(método multirresiduo) apresentou nova variagdo que consistiu na pré-
concentragdo, como resultado da modificacdo do método de LUKE et al. (1975) e
também a confirmag¢do dos compostos por CG-MS.

CENGIZ et al. (2006), usando como solventes acetona, diclorometano e
éter de petrdleo, realizaram a extragdo de 2,2-diclorovinil dimetil fosfato
(Diclorvés). As determinagdes foram feitas usando cromatografia gasosa com
detector de captura de elétrons, obtendo recuperagdes da ordem de 81%.

Estudos de determinacdo de agrotdxicos em alimentos de origem vegetal
aplicando a cromatografia liquida ndo constavam da literatura até pouco tempo.
Os avangos no desenvolvimento do espectrometro de massas como detector para
CLAE prometem dinamizar os estudos nesta area. Recentemente, tém sido
reportadas pesquisas sobre anélise de agrotoxicos de diferentes classes em frutas e
vegetais, empregando CLAE-MS (LEANDRO et. al., 2006, FERRER et. al.,

2005; SOLER & MANES & PICO, 2004).
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ALLENDER et al. (1992) determinaram organofosforados por CLAE com
recuperagdes em torno de 86,3% para metamidofds e 93,8% para acefato e limite
de deteccdo na ordem de 0,1 mg/kg. HANKS (1992) trabalhou com CLAE, usando
detector ultravioleta a 210 nm na determinacdo de metamidofos, apds a utilizacdo
de cartuchos de fase reversa para a purificacdo dos extratos. KIENTZ et al.(1991)
usaram detectores termidnico e UV na determinag¢do de acefato, metamidofos e
etil-p-nitrofenilfosforamidato. A faixa linear de trabalho do método empregado foi
entre 5,0 e 20 mg/kg, com limites de deteccdo de 0,7; 0,4 e 0,2 mg/kg, para os
trés compostos, respectivamente. DRESCHER e FIEDLER(1983) determinaram
quatro agrotoxicos organofosforados por CLAE, usando detector termidnico
seletivo em néctar de frutas. Para o metamidofds, a recuperagdo foi de 82% e o
limite de deteccdo de 10 pg L'. NORBERG et al. (1995) investigaram 19
pesticidas da classe organofosforados, em amostras de agua, usando detector UV.
Obtiveram indices de recuperacdo para metamidofds variando entre 95 e 121% e
limites de detecgdo entre 0,01 ¢ 0,06 ug L™

VENKATESWARLU et al. (2007) desenvolveram método para andlise de
rotina para 10 pesticidas de classes diversas, dentre eles, os organofosforados,
clorpirifos, dimetoato e monocrotofés, usando cromatografia liquida acoplada a
um espectrometro de massa, aplicados a amostras de uva. Os pesticidas foram
separados em fase reversa com elui¢do por gradiente. Medidas de recuperagdo de
78 a 104% foram obtidas, em niveis de fortificacdo de 0,010 a 0,100 mg kg'l,
para todos os compostos analisados, com desvio padrdo relativo menor que 15% .

Apesar da cromatografia gasosa e cromatografia liquida serem técnicas
eficientes e precisas para realizacdo das analises, ¢ necessario uma grande

manipulag¢do da amostra, levando a um maior tempo na realiza¢do das analises e a
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um gasto elevado de reagente na etapa de preparagdo das amostras. Estas técnicas
apresentam capacidade de realizar separagdes e analises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, com alta
resolucdo, eficiéncia, versatilidade e sensibilidade. Apesar dessas vantagens, estas
técnicas apresentam grande complexidade e custo, como na aplicacdo destas
metodologias em matrizes de alimentos ou solos, que normalmente envolve uma
rotina complexa de pré-tratamento da amostra. Esta rotina pode ser composta de
algumas das seguintes etapas: modificagcdes da matriz, extragdo (extragdo liquido-
liquido, extracdo em fase sdlida, micro-extragdo em fase solida, dispersdo da
matriz em fase sélida, extragdo com fluido supercritico, extracdo acelerada com
solvente, extracdo assistida com micro-ondas), dentre outras (MOTOHASHI et al,
1996, PEREZ, et al., 2000; ZHU et al., 2002; CHEN et al., 2002; KOVAI &
PROSEN & ZUPANI-KRALJ, 2004; DERYABINA et al., 2005; XIAO et al., 2006).

Essas metodologias de preparacdo das amostras para as técnicas
cromatograficas exigem, muitas vezes, a manipulagdo de uma quantidade ndo
desprezivel de solventes toxicos, o que implica nos riscos a saude humana,
decorrentes de seus possiveis efeitos nocivos, além de um maior tempo de preparo
da amostra (HO & TANG, 1992; WAN et al., 1994, MARTINEZ et al., 2000).
Assim, uma situacdo ideal seria evitar a aplicag¢do de todo este procedimento para
diminuir o tempo e custo das analises.

Desta forma, ¢ importante o desenvolvimento de novas metodologias para
andlise de residuos de agrotoxicos em amostras de alimentos e ambientais. Outras
técnicas analiticas também sdo aplicadas a andlise de residuo de agrotdxicos, tais
como: cromatografia em camada delgada (MORAES & REZENDE &

NAKAGAWA, 2002), eletroforese capilar (NUNES & MOYANO & GALCERAN,



Revisdo bibliografica 23

2002), técnicas imunoquimicas (imunoensaios) € as que empregam oS
biossensores (BUCUR et al., 2006, NUNES, 2004; SCHONING et al., 2003;
VAKUROYV et al., 2004 ).

As técnicas que usam como proposta de detec¢do, biossensores, enzimas
podem ser aplicadas na determinag¢do de compostos organicos como, por exemplo,
0s agrotoxicos pertencentes a classe dos organofosforados. Neste caso, na maioria
das vezes, a enzima utilizada € a acetilcolinesterase que sofre inibigdo por esses
agrotoxicos, sendo esta inibi¢do usada como resposta associada a concentragio da
espécie analitica.

VAKUROV et al.(2004) desenvolveram um biossensor potenciométrico
sobre eletrodos impressos a base de carbono, modificados com aldeidos e
glutaraldeido, para a determinagdo de diclorvés, e conseguiram um limite de
deteccdo de 10" mol L' com um tempo de incubacdo de 2 dias. WILKINS et
al.(2000) realizaram a determinacdo quantitativa de pesticidas organofosforados,
entre eles o diclorvés, em solventes orgénicos, pela técnica amperométrica
baseada na inibig¢do da agdo da acetilcolinesterase com um mediador de elétrons, o
azul da Prussia. Os experimentos possibilitaram a determinac¢do de pesticidas em
faixas sub-micromolares de concentragdes, com um tempo total de anélise inferior
a 10 min. KAROUSOS et al.(2002) desenvolveram um biossensor usando uma
microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo onde, por meio da variagdo de
massa na superficie do biossensor puderam determinar os pesticidas carbaril e
diclorvés em concentragdes até 1 mg L. SCHONING et al.(2003) utilizaram um
biossensor composto pelas enzimas organofosforadohidrolase e acetilcolinesterase
num sistema em fluxo para a determinagdo dos pesticidas organofosforados,

inclusive o diclorvos.
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ANDREOU & CLONIS(2002) desenvolveram um biossensor de fibra dtica
para detec¢do de pesticidas carbaril e diclorvés com imobilizacdo de
acetilcolinesterase sobre membrana hidrofilica. Curvas analiticas foram obtidas
nas faixas de concentragdo 0,11-8,0 mg L' para carbaril ¢ 5,0-30 pg L' para
diclorvés. Os respectivos limites de deteccdo foram 108 pg L' ¢ 5,2 ug L.

ANDREESCU et al.(2002) avaliaram o desempenho analitico de trés
biossensores impressos a base de AChE  para detec¢do de pesticidas.
Bioencapsulamento da enzima em compdsito sol-gel e imobilizagdo por afinidade
com metal-quelante foram comparados com encapsulamento da enzima em um
polimero fotopolimerizado. Uma quantidade muito baixa da enzima foi
imobilizada (entre 0,8 e 1,2 mU) na superficie do eletrodo. O biossensor
construido a partir do encapsulamento no filme polimérico exibiu estabilidade de
6 meses. As concentragdes de pesticidas paraoxon, diclorvos e clorpirifos etil, na
faixa de 10 ® a 10 mol L™, puderam ser detectadas com um tempo de incubagdo
de 20 min. Recentemente, VALDES-RAMIREZ et al.(2008) construiram um
biossensor amperométrico com elevada sensibilidade para deteccdo de diclorvds,
baseado na inibigdo de acetilcolinesterase. A sensibilidade de trés AChEs foram
avaliadas e comparadas: AChEs de enguia elétrica, uma geneticamente
modificada denominada de B394 e outro tipo (B1) de Drosdfila melanogaster. As
enzimas foram imobilizadas por aprisionamento em polimero de 4lcool
polivinilico com grupos estirilpiridinicos (PVA-SbQ) que foi acoplado sobre
eletrodo impresso de grafite. A melhor sensibilidade foi alcancada com as
enzimas de Drosdfila melanogaster e geneticamente modificada (B394) que
apresentaram limites de deteccdo de 7 x 10" mol L' quando comparadas com

1x10~* mol L' para Bl ¢ 6x10 ' mol L com a originaria de enguia elétrica. O
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biossensor com AChE geneticamente modificada (B394) foi usado para

quantificar diclorvos em amostra de magas apds extragdo com acetonitrila.

3.3 Enzimas

Enzimas sdo proteinas responsaveis por catalisar as reagdes, dentre outras,
aquelas que ocorrem sob condi¢cdes termodinamicamente nao-favoraveis,
proporcionando uma compatibilidade entre a velocidade da reacdo e o processo
bioquimico essencial para a manutencdo da célula. Elas estdo entre as
biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria especificidade e poder
catalitico, provenientes de sua natureza proteica, propiciando ao ambiente um
mecanismo particular de reagdo com capacidade de reconhecer um grupo limitado
de substrato. Por ser uma proteina, a enzima pode perde suas propriedades
cataliticas se submetida a algumas condi¢des como: calor, acidos, bases fortes,
solventes organicos ou outros materiais que possam causar desnaturacdo da

proteina (LEHNINGER, 1995; CONN, 1980).

3.3.1 Cinética Enzimadtica

A reacdo catalisada por enzima pode ser esquematizada como segue:

SUBSTRATO(S) ENZMA  PRODUTO(P)
e

A molécula sobre a qual a enzima atua ¢ o substrato (S) que se transforma
em produto (P) da reacdo. Na auséncia de enzima, pouco produto (ou nenhum) ¢
formado, mas em presenga da mesma, a reagdo se processa em alta velocidade.
Como a maioria das reacdes ¢ reversivel, os produtos da rea¢do numa diregdo

tornam-se substratos para reacdo inversa.
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As enzimas sdo os catalisadores mais especificos que se conhece, tanto para
0 substrato quanto para o tipo de reagdo efetuada sobre o substrato. A
especificidade inerente da enzima reside em uma cavidade ou fenda de ligagdo do
substrato, que estd situada na superficie da proteina enzimatica. A cavidade,
denominada de “sitio ativo” € um arranjo de grupos presentes em cadeias laterais
de certos aminoacidos que ligam o substrato por ligagdes ndo-covalentes
(interagdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e
interagdes hidrofobicas). Muitas vezes, os residuos de aminoacidos que formam
os sitios ativos ficam em regides distintas, na seqiiéncia primdria, mas proximos
no sitio ativo, pelo enovelamento de cadeia polipeptidica (estrutura tercidria). Isso
ndo implica, entretanto, que os aminoécidos no sitio ativo estejam um ao lado do
outro na estrutura primaria da proteina. Em conseqiiéncia das dobras e
enovelamento da enzima (estrutura secundaria e tercidria), certos residuos de
aminoacidos podem estar distantes um do outro na seqiiéncia primaria, ainda que
juntos no sitio ativo da proteina completa.

A especificidade da ligagdo enzima-substrato depende do arranjo
precisamente definido no sitio ativo. Uma das explicacdes para a elevada
especificidade das enzimas € que suas estruturas tridimensionais permitem um
perfeito encaixe com o substrato. Dois modelos foram propostos para explicar a
especificidade enzimatica, o modelo chave-fechadura e o modelo do encaixe
induzido.

O modelo chave-fechadura (Figura 6), parte do principio que muitas
enzimas contém fendas com dimensdes fixas que permitem a inser¢do somente de
compostos com afinidade de configuragdo. O substrato se ajusta a esse sitio de

ligacdo como uma chave se ajusta a sua fechadura. Substancias que ndo se
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encaixam na fenda para formar o complexo enzima-substrato (ES), ndo reagem,
mesmo possuindo grupos funcionais idénticos ao do substrato verdadeiro. Esse

conceito foi proposto por Fisher em 1890.

(-0

E+ S—— ES ——> ES ——> E + P

Figura 6 — Modelo Chave-fechadura. A interagdo entre a enzima (estrutura rigida) e seu

substrato.

O modelo proposto por KOSHLAND em 1952 (Figura 7) estabelece uma
interacdo enzima-substrato mais flexivel denominado de encaixe induzido, onde o
sitio ativo ndo estd completamente pré-formado e a interacdo inicial do substrato
com a enzima induz uma alteracdo conformacional na enzima. Isso promove o
reposicionamento dos aminodacidos cataliticos para formar o sitio ativo e a

estrutura correta para interagir com os grupos funcionais do substrato.

CRCECR
(r € &-@C,
E+ S <~ ES ~— ES — E + P

Figura 7 — Modelo de encaixe induzido. A liga¢do inicial do substrato a enzima induz

uma mudan¢a conformacional na enzima produzindo um melhor encaixe.

Os principios gerais de cinética das reagdes quimicas se aplicam as reagdes

catalisadas por enzimas. Porém mostra-se também um aspecto distinto que néo se
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observa usualmente em reagdes ndo enzimaticas, a saturagdo com o substrato.
Além da temperatura, o pH do meio, o tempo de reacdo e produto formado, a
concentragdo do substrato apresenta um efeito diferenciado, conforme pode ser
visto na figura 8. Observa-se que em uma concentragdo baixa de substrato, a
velocidade inicial da reagdo (vo) € proporcional a concentragdo do substrato, desta
forma, a reagdo ¢ considerada de primeira ordem com relagdo ao substrato.
Entretanto, com o aumento da concentracdo do substrato a velocidade inicial da
reacdo se reduz, ndo sendo mais proporcional a concentracdo do substrato, desta
forma, a reacdo ¢ de ordem mista. Posteriormente, com o aumento da
concentracdo do substrato, a velocidade da reagdo torna-se independente da
concentragdo do substrato e aproxima-se de uma velocidade constante. Nesta faixa
de concentragdo a reagdo ¢ de ordem zero com relagdo ao substrato, € a enzima ¢

considerada “saturada” com seu substrato.

______ Cinética de ordem 0 e 1

o -

lgn Vméx

@ | o mmmmmeee——o2 -

& P
© - Cinética de ordem 0
T

() L

g Vmax /2

=

(8]

L)

(]

>

<— Cinética de ordem 1

[Substrato]

Figura 8 — Efeito da concentracdo de substrato na velocidade de reagoes catalisadas por

enzimas (concentra¢do de enzima constante).



Revisdo bibliografica 29

O estudo da velocidade das reagdes enzimaticas ou cinéticas enzimaticas
envolve informag¢des indiretas sobre o mecanismo de acdo catalitica,
especificidade das enzimas, alguns fatores que afetam a velocidade das reacdes e a
determinagdo quantitativa de seus efeitos. Apesar de catalisarem uma grande
variedade de reacdes por diferentes mecanismos, as enzimas podem ser analisadas
quanto a velocidade das reagdes, para quantificar a sua eficiéncia.

Quando o substrato S se liga ao sitio ativo de uma enzima E, um complexo
enzima-substrato (ES) é formado em processo rapido e reversivel antes da
formag@o do produto. Apdés um breve tempo, o produto se dissocia da enzima

conforme a equagdo:

Onde:

k; = constante de velocidade para a formagdo do complexo ES

k, = constante de velocidade para a dissociagdo do complexo ES

k; = constante de velocidade para a formagdo do produto e liberagdo do

sitio ativo

A relacdo quantitativa entre a velocidade de reacdo enzimdtica e a

concentragdo do substrato ¢ definida pela equa¢do de Michaelis-Menten
(MICHAELIS & MENTEN, 1913). No desenvolvimento da equacdo deve-se supor
que o k, ¢ negligencidvel quando comparavel com k; e que a velocidade de
formacdo de ES ¢ igual a velocidade de sua degradagdo ndo sofrendo alteragdes

durante a medida da velocidade (Postulado do estado estacionario):

Velocidade = % =k,[ES]
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Para ter utilidade, a velocidade de uma reagdo deve ser definida em termos
de [S] e [E]. A velocidade de formagdo de ES ¢ igual a k;[E] [S], enquanto a
velocidade de dissociacdo de ES ¢ igual a (k, + k3) [ES]. O postulado do estado

estaciondrio iguala as duas velocidades:

k,[E][S]=(k, +k;)[ES]

[E][S]

[ES]= ——=
(k; +k3)k,
_k, +ky
Michaelis e Menten introduziram uma nova constante, ky, m k,
E
[ES]= [E]IS] Rearranjando temos, [E] - Kn
ki [ES] [S]

Para converter [E] e [ES] em valores mais facilmente mensuraveis, considera-se a
concentracdo total de enzima [EJ, na solucdo, consiste da concentracdo de
equilibrio ou livre mais aquela que estd combinada com o substrato, [ES]. Assim

tem-se que [E] = [E]; - [ES], desta forma substituindo-se [E] na equacio temos:

[E] -[ES] _k E],

—_m rearranjando, [ = k_m +1

[ES] [S] [ES] [S]

Considerando que a velocidade méxima (Vi) € atingida quando os
centros ativos das enzimas estiverem completamente saturados com o substrato, a
velocidade inicial (V) serd entdo proporcional a concentragdo de enzima presente,
assim temos:

Vméx — [E]t c, V

max _ ~m

\Y [ES] \V [S] +

isolando V obtem-se a
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Vméx [S]

V=
ki +[S]

equagdo de Michaelis-Menten,

onde, V ¢ a velocidade observada a uma dada concentrag¢do do substrato [S], ki, €
a constante de Michaelis. Esta equacdo relaciona a velocidade de uma reacdo
catalisada por enzima com a concentragdo do substrato. As duas constantes nessa
equacdo, a velocidade maxima (Vs velocidade atingida sob condigdes de
saturac@o da enzima em condig¢des especificas de temperatura, pH e forca i6nica)
e Ky, sdo especificas para cada enzima sob condigdes especificadas de pH e

temperatura. Para aquelas, onde k3 <<k,, a k;,, torna-se a reciproca da constante de

1

K

e Vmax reflete a fase catalitica do mecanismo enzimatico, ou seja a atividade

ligagdo enzima-substrato: k, =

enzimatica ocorre inicialmente com a ligagdo do substrato seguida pela
modificacdo quimica do mesmo.
Se for permitido a velocidade da reagdo V ser igual a metade da

velocidade maxima ( V= "2 V) 0 Ky, serd igual a [S]:

V. [S]
VoV ==L Dividindo : [S]
max por Vi obtém-se 1/ —_ 121
S )% i
reorganizando temos, Km +[S]=2[S] K. =[S]

O valor de K, (constante de Michaelis) ¢ numericamente igual a
concentragdo do substrato (mol L") na qual a velocidade da reagdo corresponde a
metade da velocidade méaxima. Ou seja, na concentracdo de substrato em que
[S]=Ku , a equacdo de Michaelis-Menten torna-se V = V4x /2. A concentragdo

da enzima ndo afeta o K,,, sendo que o seu valor ¢ influenciado pela afinidade
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substrato-Enzima. Valores pequenos de K, refletem afinidade elevada da enzima
pelo substrato e, portanto, a maxima eficiéncia catalitica em baixas concentragdes
de substratos. Valores grandes de K, refletem baixa afinidade da enzima pelo
substrato.

Os valores de K, e da V,5x de uma enzima sdo determinados pela medida
das velocidades iniciais para varias concentra¢des de substrato. Pela construgdo do
grafico mostrado na figura 8 sé € possivel calcular valores aproximados de K, e
da Viax. A determinacdo mais acurada desses valores € possivel pela modificacdo
algébrica da equacdo de Michaelis-Menten, utilizando o inverso desta equagao.

A representagdo grafica da reciproca da velocidade, 1/V, versus a
reciproca da concentragdo do substrato, 1/[S] (Figura 9), fornece uma relacio
linear com inclinagdo K,/ Vmsx em um grafico duplo-reciproco ou Lineweaver-
Burk. O ponto onde essa linha intercepta a ordenada € igual a 1/Vysx, € 0 ponto de
intersec¢do na abscissa € igual a -1/K,,, (Figura 9). O grafico permite calcular V;x

e Ky, pela medida da inclinagdo e do intercepto.

1IN
1 K1 1 [
I m X + L
V Vméx [S] Vméx L /i Rml ) max
e 1 Ve
7
41K, PR
! 7/
' Ve
\ 7
v 7
L .‘ 1 . . 1 . 1 . [

1/ [S]
Figura 9 — Grdfico duplo reciproco de Lineweaver-burk, usado para determinar o valor

de K,, e Vi
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3.3.2 Acetilcolinesterase

No sistema nervoso, os impulsos s3o transmitidos através de células
nervosas denominadas neurdnios (Figura 10). A comunicacdo entre os neurénios
ocorre através dos axonios terminais de um neurénio e os dentritos de outro
neurdnio. Os dentritos recebem os sinais vindos de outra célula e sdo transmitidos
do axodnio da célula transmissora para o dentrito da célula receptora.

O contato entre os neurdnios e entre estes e as células musculares ou células
glandulares, ¢ chamado de sinapse (Figura 10 A). Em uma tipica sinapse, a
membrana pré-sinaptica (por exemplo, o axonio de um neurénio) é separada da
membrana pos-sindptica (por exemplo, o dentrito de outra célula) por um espago

chamado de fenda sinaptica (WASSER & KAVALALI, 2008; YANG et al., 2007).

b
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Figura 10 — Esquema de transmissdo de impulsos nervosos entre neurdnios. A) fenda

sindptica. .

Para a transmissdo de impulsos nervosos, o neurdnio (pré-sinaptico) libera

substancias quimicas denominadas ‘“neurotransmissoras” que agem como
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verdadeiros mensageiros, transmitindo a mensagem para o neurdnio subseqiiente
(pos-sinaptico), o qual recebe a informacdo através de sitios especificos
denominados “receptores”. Alguns dos neurotransmissores mais conhecidos sdo:
acetilcolina, dopamina, serotonina, acido g-aminobutirico-GABA e glutamato.
(CARLINI et al., 2001). A acetilcolina ¢ também um neurotransmissor nos
terminais das placas motoras (conexdes neuromusculares), que sdo unides entre o

nervo e o musculo estriado (Figura 11).

Membrana plasmatica pré-sinaptica
Mielna

M. pl. pbssindptica " 4 Vesiculas sinapticas

:
g
-
<.
g

Fibra muscular

Figura 11 — Jungdes neuromusculares ou placas motoras-sinapse entre terminagdes do

axonio e os musculos.

A chegada de um impulso nervoso dé lugar a liberagdo de acetilcolina na
fenda sinaptica. Entdo, a molécula de acetilcolina difunde até a membrana pds-
sinaptica, onde se combina com moléculas receptoras especificas abrindo poros na
membrana, com didmetros de aproximadamente 0,5 nm, suficientemente grandes
para a passagem de cations (Na*, Ca™, K) com bastante facilidade. Isto pode
levar a uma despolarizagdo da membrana pds-sindptica, que se propaga ao longo
da membrana eletricamente excitavel da segunda célula nervosa. Porém, a
acetilcolina ¢ hidrolisada pela acetilcolinesterase em milésimos de segundo em

acido acético e colina, e se restabelece a polarizacdo da membrana pos-sindptica.
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O periodo de tempo muito curto, cerca de 1 x 10~ segundos, em que a
acetilcolina permanece em contato com a membrana da fibra muscular ¢ quase
sempre suficiente para excitar a fibra muscular. A remocgao rapida da acetilcolina
evita uma nova excitacdo apos a fibra muscular ter-se recuperado do primeiro
potencial de agdo.

A acetilcolina ¢ sintetizada no citoplasma do terminal, porém ¢
rapidamente absorvida em vdrias pequenas vesiculas sinapticas, cerca de 300.000,
das quais existem normalmente em todos os terminais de uma unica placa motora.
Na matriz das fendas secundarias, hd grande quantidade de enzima
acetilcolinesterase (AChE). O sitio ativo da enzima AChE envolvido na catalise
da reacdo de hidrdlise da acetilcolina € um aminoacido serina. Esse aminoacido
apresenta um grupo polar -OH, que ¢ responsavel pela interagdo com o
neurotransmissor. A figura 12 mostra a reag¢do catalitica entre a acetilcolina e a

enzima colinesterase.

1 G
ENZIMA—SERINA—CH,—OH + H3C7C707CH2—CH2—+I\‘IfCH3
Enzima AChE . CHs
acetilcolina
0 ?Ha
] *
ENZIMA—SERINA—CH,—0O—C—CHj * HO—CH,—CH;—N—CHs
CHs
intermediario colina
acetil -Enzima
0 C‘:Hz
I +
ENZIMA—SERINA—CH,—OH + HO—C—CHgs + HO*CHz*CHz*'\‘I*CHs
Enzima AChE Acido acético i CHa
colina

Figura 12 — Reagdo catalitica da acetilcolina pela acetilcolinesterase.



Revisdo bibliografica 36

Nessa reagdo um intermediario covalente acetil-enzima ¢é formado,
ocorrendo a formagdo e liberagdo de colina. Em seguida, o intermedidrio acetil-
enzima sofre hidrolise para formar 4cido acético e colina, que sdo recapturados
pelas vesiculas pré-sinapticas, € a enzima livre pode ser usada num outro evento

de transmissdo de impulsos nervosos (KANDELL et al., 2000).

3.4 Biossensores

Os objetivos de simplificacdo de métodos analiticos e portabilidade sdo
comuns a todas as areas da quimica analitica. Neste sentido, os biossensores sio
ferramentas analiticas bastante versateis, pois proporcionam arranjos que
apresentam, em geral, elevadas sensibilidade e seletividade, com tempo de
resposta bastante curto, com minimo de tratamento da amostra. Na maioria dos
casos, dispensa a adicdo de reagentes durante as medidas e sdo usados
continuamente acoplados em equipamentos ou sdo descartaveis (FATIBELLO
FILHO & CAPELATO, 1992; MARTY, GARCIA & ROUILLON, 1995; JANATA,
JOSOWICZ e DEVANEY, 1994; MARTY, 2004).

A possibilidade de miniaturizacdo e o seu uso iz vivo e em sistemas em
fluxo viabilizam sua aplicagdo em diferentes areas, tais como, no controle e
monitoramento de processos industriais, na medicina, na drea de alimentos e no
monitoramento ambiental. No controle ambiental, principalmente para
monitoramento de pesticidas, varios biossensores eletroquimicos a base de
enzimas colinesterases foram desenvolvidos para a detec¢do de residuos de
carbamatos e organofosforados em diversas matrizes ambientais. Esses sistemas
baseiam-se no principio de inibi¢do enzimadtica para determinagdo/quantificacio
desses inibidores de colinesterases (BASSI et al., 1996, CHEMNITIUS et al.,

1996; SCHEPER et al., 1996, MARQUES et al., 2004).
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Na medicina, os biossensores tém merecido consideravel atencdo, sendo
muito empregados para deteccdo e controle de algumas doengas e no
monitoramento in vivo de metabolitos, drogas e proteinas. Ja foram desenvolvidos
biossensores para aplicagdo em analises clinicas na determinagdo de &cido urico,
no diagndstico e tratamento de desequilibrios hematoldgicos, de creatinina e
creatina em fluidos bioldgicos, para diagndstico de fungdes renais, musculares e
da tirdide. Biossensores também sdo muito utilizados em analises de colesterol,
triglicerideos, etanol, fosfato, fosfolipideos, antigenos e anticorpos, (MERIC et
al., 2002; HSIEH et al., 2004). Biossensores tém sido desenvolvidos para
aplicacdo em andlises clinicas, por exemplo, sensores usados para monitorar a
glicose, objetivando o controle e o diagnostico de portadores de diabete e outros
desequilibrios de glicemia no sangue, além de outros biossensores aplicados na
determinagdo de aminoacidos, bilirrubina, penicilina, oxalato e outras substancias
indicadoras de algumas doengas ou de toxicidade em diagnosticos clinicos,
(STEFAN et al, 1999; STEFAN et al., 2003; RINKEN & RIIK, 2006, CARIDADE
et al., 2008, RAHMAN, et al., 2008; AHMAD et al., 2008; MILARDOVIC et al.,
2008).

O conceito basico de um biossensor passa pela integragdo de um material
de origem bioldgica, tal como: enzimas, organelas, tecidos de animais ou vegetais,
microorganismos, antigenos ou anticorpos, acidos nucléicos, lectina, entre outros,
imobilizado em um suporte, conectado a um sensor base (transdutor) que converte
o sinal bioldgico em um sinal elétrico (Figura 13). (ANDREOU & CLONIS, 2002,
SCHONING et al., 2003; GALLI et al., 2006; JHA et al., 2008).

A utilizacdo de biocomponentes permite fazer uso da especificidade tunica

das biomoléculas para as espécies alvo. O sinal traduzido no biossensor ¢
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secundario e resultante da interacdo entre o material bioldgico e a espécie analitica

de interesse.

4 Substrato
o Espécie analitica;

A Substancias na matriz de amostra.

Biocomponente imobilizado

a) Transdutor

' Solugio
)

Figura 13 - Representagdo esquemadtica de um biossensor.

Para viabilizar o uso de um biossensor eficiente (aplicavel) é necessario
conseguir elevados niveis de especificidade, boa estabilidade nas condigdes de
medicdo (temperatura, pH, for¢a idnica, etc) e também nas condi¢des de
armazenamento, bem como a manutencdo da atividade do biocomponente,

resposta em tempo ttil, e reprodutivel.

3.4.1 Tipos de biossensores

Provavelmente, o mais correto ¢ afirmar que a maioria dos sensores
bioldgicos tradicionais se baseia em métodos espectrofotométricos, em que a
resposta analitica dada pelo biocomponente estd relacionada com a determinagéo
de um indicador colorimétrico, fluorescente ou luminescente. Por outro lado, os
sensores quimicos tém freqlientemente recorrido a técnicas eletroanaliticas, por
exemplo, o eletrodo de pH (potenciometria) e o eletrodo de oxigénio de Clark
(amperometria) (THEVENOT et al, 2001).

Os biossensores nao estdo restritos as trés categorias descritas

anteriormente (espectrofotométricos, potenciométricos e aperométricos). Em
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principio, qualquer varidvel que esteja relacionada com a interagdo do
biocomponente podera ser usada para gerar um sinal analitico.

De fato, o campo dos biossensores vem se desenvolvendo em uma
interface que combina varias areas do conhecimento (fisica, quimica, biologia)
com a eletronica. Os avang¢os em varias areas tais como: produ¢do de polimeros,
optica, eletronica, etc, revelaram novos materiais € métodos disponiveis para a
exploracdo como biossensores. Pode-se, por isso, esperar que os parametros de
medi¢do relacionados com sistemas biossensores se tornem cada vez mais
diversificados, bem como as técnicas de detec¢do empregadas.

Fundamentalmente existem dois tipos de biossensores, dependendo do
modo de geracdo de sinal (SCHELLER et al., 1989, THEVENOT et al., 2001). Os
primeiros sdo sensores de bioafinidade direta que utilizam o evento da ligacdo
como resposta analitica. A ligagdo da espécie analitica ao biocomponente
imobilizado resulta numa alteragdo conformacional da biomolécula ou alteragcdo
fisica no meio de imobilizagdo (alteracdo de carga, temperatura ou cor, etc). O
segundo tipo de sensor é o biossensor enzimatico/metabdlito. Aqui, o
reconhecimento do substrato pelo receptor imobilizado (enzima ou outro
componente bioldgico) € seguido imediatamente pela conversio no
correspondente produto, o qual € detectado.

A imobilizagdo do biocomponente de forma irreversivel, na superficie do
biossensor, apresenta dentre outras vantagens, a possibilidade de construir
analisadores compactos e portateis e que apresentam resposta analitica
reprodutivel (ARMSTRONG, 2005). Isto € positivo, desde que a biomolécula se
mantenha ligada ao transdutor e o biossensor possa ser reutilizado. Quando

imobilizada, as enzimas podem apresentar cinéticas consideravelmente diferentes
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do que teriam em solu¢@o, o que ndo ¢ uma vantagem em todos os casos. A
imobilizacdo de enzimas no sensor ndo ¢ apenas dependente da natureza da
biomolécula ou das caracteristicas da interface do transdutor, devendo ser levado
em consideracdo a eficiéncia do sinal de transdu¢do e a interacdo com a espécie
analitica. Por exemplo, se o pH vai ser monitorado, entdo a biomolécula devera
apresentar resposta a este analito na regido de imobilizac¢do. Se por outro lado, ¢
utilizada apenas uma enzima redox e o sinal a ser “traduzido” ¢ a transferéncia de
elétrons, entdo, as condi¢des devidas, devem estar asseguradas, para que as
transferéncias sejam eficazes para o transdutor.

Dependendo do método de reconhecimento e o tipo de imobiliza¢do do
biocomponente, os biossensores podem ser classificados em primeira, segunda e
terceira geragdo (Figura 14) (SCHELLER et al., 1989; THEVENOT et al., 2001).

A abordagem mais simples consiste em aprisionar a biomolécula de
reconhecimento imobilizada no transdutor (primeira gera¢do). A adsorcdo direta
ou fixacdo covalente da biomolécula a superficie do transdutor permite
eliminacdo de camadas inativas. As principais desvantagens destes sensores,
quando da deteccdo amperométrica, sdo as aplicagdes de valores de potenciais
altos, e a dependéncia enzimatica do substrato (D 'ORAZIO, 2003).

Na segunda geragdo, utilizam-se mediadores livremente difundidos na
superficie do transdutor. Esta geracdo foi desenvolvida para minimizar os
problemas dos biossensores da primeira geragdo, substituindo os mediadores
naturais (co-substrato) por mediadores artificiais. Estes compostos podem ser
moléculas inorganicas ou organometalicos derivados do Fe*" (ferrocenos), ou
complexos de ésmio (Os*") ou ruténio (Ru*") (BLAEDEL & JENKINS, 1976;

D’ORAZIO, 2003; CASTILLO et al., 2004; BRETT et al., 2004).
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Em geral, alguns problemas sdo enfrentados como perda de sinal com os
biossensores da segunda geragdo quando as andlises sdo feitas em amostras
complexas, onde a contaminacdo desta com o mediador artificial devem ser
rigorosamente evitados.

Na terceira gerag¢do, o mediador € integrado junto com o biocomponente,
transferindo os elétrons da biomolécula para o transdutor polarizado, em um

processo reversivel.

------- Substrato --=----Substrato
2 MSOW > M++
“=--->Produto *==""> Produto

o < ------ Substrato
. Biocomponente

m Transdutor
===~>Produto

mediador

Figura 14 — Esquemas de tipos de biossensores. 1-primeira geracdo; 2-segunda

geragdo,; 3-terceira geragdo M - mediador reduzido;, M *_ mediador oxidado.

A 1imobilizacdo do biocomponente sobre a superficie do transdutor
representa o fator determinante para o bom funcionamento do biossensor. Se o
biocomponente for uma enzima, esta em solu¢cdo normalmente ¢ utilizada uma
unica vez. A utilizag¢do repetida, imposta pelos biossensores, conduziu a procura
de metodologias que favorecam uma reutilizagdo da enzima. Fatores como a
natureza da reacdo enzimatica, das espécies a determinar, o tipo de transdutor
utilizado, ou as condi¢des de funcionamento do biossensor, conduzem a diversas
técnicas de imobilizacdo (BONNET et al., 2003; BUCUR et al., 2004, DALLA-

VECCHIA et al., 2004; NUNES et al., 2004, DU et al., 2007, VAMVAKAKI &
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CHANIOTAKIS, 2007, GABROVSKA et al., 2008) (Tabela 6). A figura 15

apresenta um organograma que faz uma sintese das metodologias mais utilizadas.

Imobiliza¢do por I |

Adsorgio fisica ou Ligacio covalente

Aprisionamento em 1onica

- &7

Microcapsulas Entre Membranas Ligacdo Cruzada

n Suporte poroso ou sélido . Biocomponente

Membrana porosa

Yamm

e

Figura 15 — Esquemas dos principais métodos de imobiliza¢do enzimdtica.

O objetivo de qualquer metodologia de imobilizagdo € manter ao maximo
a atividade da biomolécula na superficie do transdutor. Contudo, existem trés
parametros que condicionam ou melhoram a imobilizagdo: a cinética da reacdo, o
pH e temperatura. Normalmente, os processos de imobilizagdo conduzem a uma
diminui¢do da velocidade da reacdo, o que conduz a necessidade de maiores
concentragdes de substrato para atingir o mesmo nivel de resposta. A mesma
situacdo ¢ verificada quando se utilizam agentes funcionais, refletindo-se na
diminui¢do ou aumento da Ky ™", constante a afinidade do substrato para com a
matriz. A influéncia do pH traduz-se no deslocamento do pH 6timo da enzima
para regido alcalina em grupos carregados negativamente, enquanto que grupos

carregados positivamente induzem valores de pH mais baixos. Quanto a
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temperatura, enzimas aprisionadas e ligadas a grupos funcionais s@o,
normalmente, termicamente mais estaveis.

Analisando os fatores que influenciam as biomoléculas, como as
condigdes do meio ou o procedimento de imobilizagdo, € possivel definir a
metodologia de imobilizagdo mais adequada ao sistema em estudo. As técnicas de
imobilizacdo de maior utilizagdo sdo as de ligagdo covalente e adsor¢do. A
adsorcao fisica da biomolécula baseia-se na formagdo de forgas atrativas de Van
der Waals entre as biomoléculas e o eletrodo. Este método, ndo exige qualquer
modificagdo quimica e possui a vantagem da simplicidade, requerendo apenas
uma solucdo contendo a enzima. Todavia, facilmente podera ocorrer uma perda da
enzima adsorvida se ocorrer alteracdes do meio durante as medigdes, como por
exemplo, variacdes de pH, forga idnica ou temperatura (MELLO & KUBOTA,
2002).

O procedimento de imobilizagdo por ligagdo covalente baseia-se na reagao
entre grupos funcionais da enzima, ndo essenciais a atividade catalitica, e grupos
reativos da superficie. Embora esta técnica possua a vantagem de dificilmente a
enzima se desprender da matriz de suporte, durante a utilizacdo, a eficiéncia
relativa da ligagdo de uma quantidade de enzima no estado imobilizado deve ser
sempre comparada com a atividade de uma quantidade idéntica de enzima em
solugdo. Varios métodos sdo apontados para a formagdo da ligacdo covalente, por

exemplo, a formacao de ligagdes via grupos acila, diazdnicos e tidis.
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Tabela 6 — Comparacdo entre as diferentes formas de imobiliza¢do.

Tipo Caracteristicas Vantagens Desvantagens
Falta de reprodutibilidade na
A enzima é imobilizada
forma de imobilizacdo da enzima;
em um suporte solido o o
lioacses de bai Possibilidade de lixiviacdo da
por ligagoes de baixa Simplicidade de . -
} ) P enzima; Possibilidade de perda
A rca energia, rais como execucdo o
dsorgéo ¢ acentuada da atividade
interagoes de Van der
enzimdtica durante o uso frente
Waals,  ligagbes  de
aos efeitos de pH, temperatura e
hidrogénio e idnicas. .
for¢a iénica do meio;
A velocidade de difusdo do
Nao interagdo  substrato e produtos através da
Consiste em “confinar”  quimica com o membrana é dificultada,
Encapsulamento a enzima em um polimero evitando  necessitando altas concentragdes
em membranas polimero insolivel ou  desnaturacdo e perda de Substrato, ocasionando

em uma microcdpsula.

da atividade

diminui¢do no tempo de resposta;

enzimadtica. Possibilidade de lixiviagdo devido
a diferentes tamanhos de poros.
Minimiza¢do da
Emvolve ligagoes  lixiviagdo, Maior Apresenta alta perda da atividade
covalentes entre grupos estabilidade do enzimdtica devido a reagcdo de
Ligacio ligantes do suporte e complexo Enzima- &rupos funcionais de sitios ativos
Covalente grupos funcionais Suporte, em relagdo da enzima e pela deformagdo da
especificos da enzima. aos efeitos de pH, estrutura  tridimensional  da
forca  ibnica, do enzima.
solvente.
Nesse método tem-se a  Simplicidade de  Dificuldades em realizar
formagdo de ligagbes execugdo; Forte imobilizagdes reprodutiveis; O

covalentes entre grupos

funcionais da enzima e
Ligacdo covalente

do suporte, utilizando
Cruzada
“crosslinking” ~ reagentes
multifuncionais, por
exemplo, 19}
Glutaraldeido.

interagdo da enzima

com ) suporte
diminuindo
acentuadamente a
lixiviagdo,
proporcionando

maior estabilidade ao

biossensor.

uso de grandes quantidades de

enzima; Baixa atividade

enzimatica;, No entanto estes
problemas podem ser amenizados
com o uso de albumina de soro
Bovino

(proteina inerte para

Sfornecer amino  para

grupos

Ligacoes cross-linking)

O tipo de imobilizagdo por aprisionamento ¢ a mais utilizada em enzimas

de elevada massa molecular, sendo estas aprisionadas, por exemplo, em géis em

contato direto com a superficie de um eletrodo de ion seletivo. Usualmente, esta

camada ¢ separada da solugdo teste por uma membrana semipermedvel, de forma
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a retardar a lixiviagdo da enzima. Todavia, para enzimas de baixa massa
molecular, o comportamento ndo se encontra proximo do desejado. Ogawa e
colaboradores descrevem, por exemplo, o aprisionamento de urease em um novo
sistema de microgéis ¢ a co-imobilizagdo de duas enzimas (gluconolactonase e
glucose oxidase) para a melhoria da cinética do processo enzimatico de géis de
polieletrolitos (OGAWA et al., 2001; OGAWA et al., 2002). Esta técnica € também
apropriada para processos que envolvam substratos e produtos de baixa massa
molecular apresentando problemas obvios para substratos e produtos de maiores
massas moleculares. Quantidades de até 1 g de enzima por grama de gel ou fibra
podem ser aprisionadas. Este processo pode ser puramente fisico ou envolver
ligacdes covalentes.

A técnica de liga¢do cruzada (“crosslinking’) baseia-se na imobilizagdo
como resultado da formacdo de ligagdes covalentes cruzadas entre as moléculas
de enzima e/ou moléculas presentes no suporte com reagentes bifuncionais.
(Thermo Scientific, 2008). Os reagentes que permitem o uso desta técnica contém
grupos reativos especificos para grupos funcionais (por exemplo, aminas) que se
encontram nas outras moléculas a serem imobilizadas. A escolha do agente de
ligacdo cruzada (agente “crosslinking™) ¢ feita, assim, de acordo com os grupos
funcionais presentes na enzima, sendo, no entanto, a escolha final feita de uma
maneira empirica. Para a maioria das aplicagcdes € necessario manter a estrutura
original da proteina, por isso o método de ligacdo covalente cruzada ¢ feito em
condigdes pouco agressivas, tanto de pH, quanto de concentragdo de tampdo. E
também importante obter um grau de conjugagdo entre o agente de ligacdo
cruzada (agente “crosslinking”) e a proteina, pois em alguns casos (incluindo

enzimas em particular) ¢ conveniente que ndo seja muito elevado de modo a
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permitir a manuten¢do da atividade bioldgica do material a ser imobilizado. A
metodologia mais utilizada na aplicacdo ¢ mergulhar a superficie do suporte (por
exemplo, eletrodo) numa solu¢do contendo a enzima ativa e o agente bifuncional
(por exemplo, glutaraldeido, carbodiimida, etc) de forma a cobrir toda a
superficie. Esperar a formagao de uma pelicula (periodos que variam entre poucos
minutos e varias horas, dependendo do agente) seguindo-se de periodos de
lavagem e secagem da superficie tratada. O glutaraldeido tem sido mais usado
devido a baixa toxicidade e menor custo, quando comparado a outros reagentes
bifuncionais. Além disto, as ligacdes entre a enzima e glutaraldeido sdo
irreversiveis, conferindo boa estabilidade frente a variagdes de pH, forga ionica,
solvente e temperatura (L et al., 1999; IVANOV et al., 2000; GADE et al., 2006).
A reacdo mais provavel, envolvendo o glutaraldeido ocorre entre os
grupos aldeidos do reagente com os grupos amina livres da enzima, como pode

ser observado na representacdo da figura 16.

HOC(CH,)3COH —CH=N— I‘ENZIMA— N=CH(CH,);CH=N—ENZIMA—N=CH—
Glutaraldeido I
CH
— > \
+ (?H2)3
(H)H
N

ENZIMA |
—CH=N—ENZIMA—N=CH—

Figura 16 — Esquema proposto para a imobilizagdo de enzima pelo método de ligacdo

covalente cruzada utilizando o glutaraldeido.

3.4.2 Transdutores

Como ja foi visto anteriormente (Figura 13), um biossensor ¢ constituido
de um componente bioldgico e um transdutor. Os transdutores sdo dispositivos os

quais respondem aos produtos de uma rea¢do ou de um processo enzimatico e
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convertem o sinal fisico-quimico a um sinal elétrico. De acordo com o transdutor
utilizado, o biossensor pode ser classificado como eletroquimico
(potenciométrico, amperométrico e condutimétrico), Optico (medida de
luminescéncia, fluorescéncia, elipsometria, etc.) e detector de massa (relaciona a
oscilacdo de freqiiéncia dos cristais piezelétricos com a variagdo da massa).
Devido a sua simplicidade, os transdutores eletroquimicos sdo muito empregados
na constru¢do de biossensores de baixo custo. Entre os sensores eletroquimicos,
os amperométricos e potenciométricos tem sido os mais utilizados. (THEVENOT

etal., 2001; WANG et al., 2001; SCHULZE et al., 2002).

Transdutores potenciométricos

O principio basico das medidas potenciométricas ¢ o desenvolvimento de
potenciais sobre um eletrodo pelo acumulo de cargas, aumentando assim a
densidade de carga na superficie de um eletrodo. Este processo ocorre pela
medida do potencial de célula eletroquimica na auséncia de uma corrente
apreciavel. A diferen¢a de potencial desenvolvido entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia ¢ proporcional ao logaritmo da atividade, ou concentragdo

da espécie analitica, como descrito pela equacdo de Nernst:
E =E° - (RT/nF)In([i])

Onde E ¢ o potencial medido, E® é o potencial padrdo caracteristico para a
superficie de transducdo, R é a constante dos gases (8,315 J K mol™), F ¢ a
constante de Faraday ( 96485 C mol™). T é a temperatura em K (298,2 K), n é o
nimero de elétrons envolvidos na rea¢do e [i] € a concentragdo da espécie

analitica, com forga i6nica constante.
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Nos biossensores, o funcionamento destes transdutores ocorre pelo
aparecimento de um potencial na interface eletrodo-solucdo, que ¢ dependente de
uma das espécies envolvidas na reacdo enzimatica. A magnitude do potencial
desenvolvido ¢ medida em decorréncia da diferenca de potencial entre o eletrodo
indicador (biossensor) e um eletrodo de referéncia (e.g. Ag/AgCl ou Hg/Hg,Cl,)
em solucdo de KCl sobre concentracdo definida. A diferencga de potencial entre o
eletrodo trabalho e o eletrodo de referéncia € proporcional ao logaritmo da
atividade do ion ou da concentragdo da espécie analitica de interesse, quando ha
um controle da forga ionica do meio.

Existem vérios exemplos de biossensores utilizando transdutores
potenciométricos, como pode ser visto na tabela 7. Este tipo de transdutor também
tem sido bastante explorado no desenvolvimento de biossensores baseados na
enzima acetilcolinesterase (REHER et al., 2002; WANG et al., 2003, LIU et al.,
2005), com objetivo de determinar pesticidas das classes organofosforados e

carbamatos.

Tabela 7 — Espécies analiticas determinados utilizando biossensores com transdugdo

potenciométrica.
Espécie analitica Autores
WANG et al., 2003, LAKARD et al., 2004,
Uréia RAJESH et al., 2005, KURALAY et al., 2005 JHA
etal., 2008.
Etanol ROTARIU et al., 2004.
KORMOS et al., 2000; ADELOJU & MOLINE,
Glicose 2001; TINKILIC et al., 2002; LIAO et al., 2007 .
Acido L-Ascérbico FERNANDES et al., 1999.
SAURINA et al., 1998; SAURINA et al., 1999;
Lisina

VILLAR et al., 2003.
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Nestes biossensores, o transdutor converte o sinal fisico-quimico, o
potencial na interface eletrodo-solu¢éo, que ¢ dependente do acido acético gerado
na hidrélise do cloreto de acetilcolina, catalisada pela enzima acetilcolinesterase
em um sinal elétrico. Os pesticidas organofosforados inibem a enzima,
diminuindo a atividade enzimatica, resultando em um decréscimo do sinal
potenciométrico. A detec¢do eletroquimica é estudada pela medida na mudanga da
concentracdo de 4cido acético, ou seja, a variagdo no potencial na interface
eletrodo-solu¢do ¢ relacionada com a concentragdo do pesticida presente na
amostra.

Biossensores para ésteres de colina, baseados na imobilizacdo de uma
esterease apropriada e na medida da mudanga de pH (o qual diminui em fungao da
formacdo de um &cido organico na hidrolise do éster) que utilizam eletrodo de
vidro, (MULCHANDANI et al., 1999), eletrodos de 6xidos (TRAN-MINH et al.,
1990; WANG et al., 2002; SCHONING et al., 2003) e transistores, com efeito de
campo sensivel a H (WALLY et al., 1999; ANH et al., 2002; HAI et al., 2006),
em geral tém se mostrado de facil aplicagdo, pois sdo compativeis com sistemas
de medidas convencionais, além de permitirem a utilizagdo de varios métodos de

imobilizacdo de enzimas inibidas por organofosforados (IVANOV et al, 2000).

3.5 Filmes poliméricos usados no desenvolvimento de biossensores.

Um eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente utilizado
na eletroquimica por Murray e colaboradores, na década de 70, para designar
eletrodos com espécies quimicamente ativas convenientemente imobilizadas na
superficie desses dispositivos (MOSES et al., 1975; PEREIRA et al., 2002). O
principal objetivo dessa modificagdo ¢ pré-estabelecer e controlar a natureza

fisico-quimica da interface eletrodo-solu¢do como uma forma de alterar a
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reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim, o desenvolvimento
de eletrodos para varios fins e aplicagdes (GENG et al., 2007; YANG et al., 2008,
KAMYABI & AGHAJANLOO, 2008; XIANG et al., 2008). Particularmente, para o
desenvolvimento de biossensores, a modificacdo de superficie pode ser usada para
garantir o sucesso na etapa de imobilizacdo e estabilizagdo de biocomponentes,
tais como enzimas, sobre a superficie da matriz, no intuito de melhorar a
estabilidade quimica destes materiais responsdveis pela transducdo do sinal
analitico.

Desta forma, materiais que possam permitir a imobilizacdo de espécies
mediadoras e moléculas biologicas sdo de grande potencial para o
desenvolvimento de sensores e biossensores. Dentre os materiais inorganicos, a
silica-gel apresenta um grande potencial como material suporte para imobilizagao
de biocomponente, além de ser passivel de incorporagdes de outros materiais para
aumentar a estabilidade e sensibilidade de biossensores produzidos com este
suporte. Podemos destacar alguns biossensores eletroquimicos que empregam
eletrodos modificados & base de silica, utilizados na determinagdo de espécies
analiticas, tais como etanol, lactato, frutose, glicose, peréxido de hidrogénio e
compostos fendlicos (ROSATTO et al., 1999, SANTOS et al., 2003; WANG et al.,
2004, DI et al., 2007; BAl et al., 2007, HUANG et al., 2008).

Outra possibilidade de modificacdo de superficie é o recobrimento com
filmes poliméricos. Esta técnica consiste no recobrimento da superficie do
eletrodo com filmes poliméricos, condutores ou permeaveis ao eletrélito suporte e
a espécie de interesse. O recobrimento pode ocorrer em varias monocamadas da
espécie ativa modificada, ampliando consideravelmente a resposta eletroquimica.

Desta forma, os filmes poliméricos tém sido empregados em eletrodos
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quimicamente modificados e usados no desenvolvimento de sensores e
biossensores com objetivo de proteger a superficie dos eletrodos de impurezas,
bloquear interferentes, imobilizar biocomponentes, incorporar mediadores e
fornecer biocompatibilidade (PERSSON et al., 1993, GARGUILO et al., 1993;
WALLACE et al., 1999). A tabela 8 apresenta alguns exemplos de EQM utilizados
na determinacdo de importantes espécies analiticas, usando biossensores.

A utilizag¢do de filmes poliméricos oferece, além das vantagens ja citadas
anteriormente, varias vantagens para a constru¢do de sensores e biossensores.
Sdo materiais relativamente baratos, as técnicas de fabricag@o sdo simples, podem
ser depositados em varios tipos de suporte e a possibilidade de escolha de
diferentes estruturas moleculares proporciona a construgdo de filmes com diversas
caracteristicas (HARSAANYI, 2000).

Filmes poliméricos podem ser formados na superficie de eletrodos por
oxidagdo eletroquimica de diversas estruturas eletroativas em meio aquoso ou em
meio organico. A partir dessas diferentes estruturas podem-se criar filmes
condutores e ndo-condutores (LONG & MARX, 2001).

Os polimeros ndo-condutores preparados por eletropolimerizagdo
apresentam grande resisténcia elétrica. O crescimento desses polimeros € auto-
limitado e o filme formado é muito mais fino do que os filmes poliméricos
condutores. Devido a sua fina espessura, entre 10 e 100 nanometros, os substratos
e produtos difundem-se mais rapidamente (NAKABAYSHI et al., 1998,
NAKABAYASHI & YOSHIKAWA, 2000). Também, os filmes ndo-condutores, por
serem permeaveis e seletivos, podem ser Uteis para prevenir a aproximagdo de

espécies interferentes no eletrodo.
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Tabela 8 — Biossensores eletroquimicos empregando eletrodos modificados.

fﬁgﬁ;fa Enzima Eletrodo Modificado Referéncias
Polimero de polipirrol UMANA &
- eletropolimerizado WALLER, 1986
. . . FOULDS et al.,
. . Polimero de polipirrol
Glicose oxidase .
Glicose modificado com ferroceno 1988
Imobiliza¢do da enzima e Azul GARJONYTE &
Glicose oxidase da PrﬁSSi.a atrgvés da . MALINAUSKS,
eletropolimerizagéo de pirrol
sobre eletrodo de Pt. 2000;
Imobilizacdo da enzima e
o ferricianeto através da ZENG et al.,
Histamina M.etzlamma eletropolimerizagdo de pirrol
desidrogenase sobre microeletrodo de ouro 2000
'Graﬁj[e./epéxi/TCNQa/E})\IZIMA MARTORELL et
Organofosforados ~ Acetilcolinesterase ~ imobilizada em APTES al. 1997

*TCNQ- 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano; ®APTES- 3-aminopropiltrietoxissilano.

Os polimeros condutores foram descobertos em 1977 por MacDiarmid,
Heeger e Shirakawa. Estruturalmente, estes polimeros possuem uma cadeia
organica alternada entre ligagdes simples e duplas (HARSANIY, 2000). Vérias
teorias predizem que os elétrons © sdo deslocalizados sobre toda a cadeia e que o
intervalo entre bandas torna-se menor quanto maior for a extensdo da conjugagao.
Além disso, SHIRAKAWA et al., (1977) e DE PAOLI et al.(2000) demonstraram
aumento na condutividade elétrica desses polimeros tratando-os com &cidos ou
bases de Lewis, em um processo de adi¢do e remog¢do de elétrons denominada
dopagem, em analogia aos semicondutores inorganicos. Este processo nada mais ¢
do que reagdes de oxi-redugdo envolvendo transporte de ions para dentro e fora do
polimero (DE PAOLI et al., 2000).

Para formacgdo do filme polimérico, podem ser utilizados polimeros pré-

sintetizados, em solucdo ou, no caso da superficie a ser modificada apresentar
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condutividade elétrica, pode-se recorrer a eletropolimerizacdo in sifu. Neste
ultimo caso, o polimero eletrogerado deve ser condutor ou permeavel ao eletrélito
de suporte.

Polimeros podem ser eletroquimicamente sintetizados por meio de reagdes
anodicas ou catodicas de seus monomeros, no eletrodo de trabalho. Entretanto, a
polimerizacdo anddica € o processo mais usado. Esta consiste em uma oxidacao
eletroquimica de uma solu¢do do mondmero, resultando no recobrimento do
catodo pelo polimero sintetizado. Este procedimento requer em geral, uma célula
de 3 eletrodos: eletrodo de trabalho como 4nodo, eletrodo auxiliar e eletrodo de
referéncia. A eletropolimerizacdo envolve uma reagdo eletroquimica-quimica-
eletroquimica (ECC, do inglés, electrochemical-chemical- chemical). O primeiro
passo (eletroquimico) ocorre com a eletrooxida¢do do monomero utilizado ao seu
correspondente cation-radical (INZELT et al, 2000). A parte quimica envolve a
polimerizacdo na solucdo e, por ultimo, a eletrodeposicdo do polimero formado na

superficie do eletrodo (Figura 17).

°E M Monémero
tapa
. M-H a) Eletrodo de trabalho
2* Etapa —p 3" Etapa
! /N /N e
M +H —— M" M —MM" etc... B e

Figura 17 — Esquema geral de uma reagdo eletroquimica-quimica-quimica (ECC).

Os cations-radicais formados eletroquimicamente no primeiro passo
podem, também, de acordo com as condi¢gdes experimentais e devido a sua alta

instabilidade, promover outros tipos de reacdo. Nos casos favoraveis a uma ECC,
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a dimerizacdo ¢ o primeiro passo da etapa quimica. O crescimento da cadeia e,
conseqiientemente, formag¢do do polimero, procede via reacdo do dimero
resultante com outra molécula neutra e assim por diante. Porém, reagdes de
dimerizagdes paralelas podem ocorrer levando a formacao de produtos diferentes
ou a polimeros com estruturas distorcidas. Pode ocorrer, ainda, a reacdo de
terminacdo entre dois cations-radicais gerando um dimero neutro. Os ions inativos
presentes na solu¢do podem ainda participar na estabilizagdo dos cations radicais.
Quantidades relativamente altas de cations-radicais e dimeros devem estar
préoximos da vizinhanga do eletrodo devido ao fato deles poderem difundir do
eletrodo facilmente. A agitacdo da solugdo diminui a quantidade de polimero
formado. Os cations-radicais podem reagir com o eletrodo ou podem promover
reacoes laterais com o solvente ou moléculas presentes na solucao.

Na literatura sdo descritos varios trabalhos envolvendo a formacgdo de
filmes poliméricos construidos a partir de mondmeros com atomos de oxigénio
acoplados a anéis aromaticos (EKINCI et al., 1996, MENEZES & MAIA, 2006,
VIEIRA et al., 2006, FERREIRA et al., 2007, FERREIRA et al., 2008; BRITO-
MADURRO et al., 2007, FRANCO et al., 2008).

A anilina (GENIES et al., 1990) e o fenol (LAPUENTE et al., 1998) sio
mondmeros que foram extensivamente estudados sobre a eletropolimerizacéo.
Anilinas substituidas normalmente sdo preferiveis devido a levarem a formagao de
polimeros com maior solubilidade e, assim, melhor processabilidade em solugdo.
Os fendis e seus derivados sdo conhecidos por formarem polimeros ndo-
condutores. Estudos (LOFRANO et al., 2000; LOFRANO et al., 2001; LOFRANO
et al., 2004) tém sido realizados e indicam que monomeros contendo grupamentos

aromaticos ligados diretamente a oxigénio apresentam facilidade de
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polimerizacdo, além de alta resisténcia mecéanica do filme obtido propiciando
maior estabilidade para o eletrodo modificado formado.

Aminofendis sdo estruturas que podem ser classificadas como derivados
do fenol e da anilina por apresentarem os grupos —NH; e —OH ligados a um anel
aromatico, ambos podendo ser oxidados. Um importante fator ¢é a relagdo da
posicdo desses dois grupos no anel. As propriedades eletroquimicas dos trés

1sdmeros de posi¢do (Figura 18) sdo extremamente diferentes (SALAVAGIONE et

al., 2004).
NH, NH, NH;
OH
OH
OH
2-aminofenol 3-aminofenol 4-aminofenol

Figura 18 — Estrutura dos aminofendais.

O estudo de aminofenoéis ¢ interessante do ponto de vista eletroquimico,
pois apresenta dois grupos oxidaveis (-NH, e -OH), diferentemente da anilina e do
fenol. A presenga desses grupos funcionais ¢ adequada para imobilizagdo de
biomoléculas. Além disso, apesar da diferenga estrutural entre esses compostos
2-aminofenol(2-AMP), 3-aminofenol(3-AMP), 4-aminofenol (4-AMP), anilina
quanto o fenol, apresentam um comportamento eletroquimico similar, pois tanto a
anilina e o fenol s@o moléculas precursoras na formagdo de filmes com ampla
aplicac@o em sensores e biossensores. (SALAVAGIONE et al., 2004).

O isdmero mais estudado na literatura é o 2-aminofenol. Desde que sua
polimerizacdo eletroquimica foi realizada, por BARBERO et al, 1987 e

KUNIMURA et al, 1988, varios trabalhos (BARBERO et al., 1989; BARBERO et
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al.,, 1990, BARBERO et al., 2004, JACKOWSKA et al., 1993; POSADAS et al.,
1997, ORTEGA, 2000, GONCALVES et al., 2000, TUCCERI, 2001; MU, 2004,
TUCCERI, 2004, TAO et al., 2004; PAN et al., 2005, ) foram realizados ao longo
dos anos estudando sua polimerizagdo, co-polimerizagdo com outros monomeros,
suas propriedades eletroquimicas e espectroscopicas além de varias aplicacdes,
incluindo biossensores. Do mesmo modo que os outros isdmeros, seu mecanismo
de polimerizagdo ainda ndo foi definido (GUENBOURA et al, 2000), embora o
produto ja tenha sido caracterizado como derivado de anéis de fenoxazina (Figura

19).

coculll se ol

3-aminofenoxazona poli(2-aminofenol)

Figura 19 — Estruturas do processo de oxidagdo eletroquimico e processo quimico do o-

aminofenol.

Poucos estudos sdo encontrados na literatura com respeito a
eletropolimerizagdo de 3-aminofenol. Seu mecanismo de formagdo ainda ¢é
desconhecido devido ao fato de haver controvérsias sobre a formacdo do primeiro
cation-radical e, conseqiientemente, do inicio do mecanismo (74J, et al., 1992,
SANKARAPAPAVINASAM, 1993). O polimero formado € considerado nio-
condutor e foi estudado, co-polimerizado com a anilina (ZHANG et al., 2006),
utilizado para construcdo de sensores para deteccdo de bactérias (YING-SING et
al., 2000) e de perdxido de hidrogénio.

TAJ et al., 1992, reportaram pela primeira vez a formacgdo do primeiro

filme de 4-AMP em eletrodo de platina, por voltametria ciclica. A partir dai,
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outros grupos mostraram interesse na formagdo e na elucidagdo da estrutura
desses filmes, bem como na sua aplicagdo (SALAVAGIONE et al., 2004).

VIEIRA et al., (2006) também demonstraram a formag¢do de poli(4-AMP)
sobre eletrodos de grafite em diferentes valores de pH. As analises indicaram que
filmes preparados em meio acido favorecem a transferéncia de carga. Por outro
lado, filmes preparados em meio basico geraram filmes passivantes, os quais
dificultam a transferéncia eletronica.

BRITO-MADURRO et al., (2007) modificaram eletrodos de grafite com
poli(4-AMP), o qual indicou ser eficiente para imobiliza¢do das biomoléculas,
adenosina trifosfato e guanosina trifosfato. A amplitude do sinal de detecgdo
dessas bases foi vinte e quatro vezes maiores quando comparado ao eletrodo de
grafite ndo modificado com poli(4-AMP).

Estudos (HAWLEY & ADAMS, 1965) sugeriram que a eletrooxidagdo do
poli(4-AMP) envolve a saida de dois elétrons e dois prétons, produzindo

quinoneimina seguida por hidrolise, produzindo p-benzoquinona (Figura 20).

H_ H ’
N N o
e +H,0
2e et + NHs
2H*
I
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Figura 20 — Proposta para acoplamento 1-4 via nitrogénio.

Em maiores valores de pH, os autores sugerem reagdes de acoplamento 1-4
e, posteriormente, a formacdo do polimero. A mesma proposta mecanistica foi

descrita por MENEZES e MAIA (2006) em estudos de filmes derivados de 4-
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aminofenol sobre superficie de platina, em diferentes valores de pH. Os polimeros
produzidos indicaram diferentes valores de retencdo de carga em funcdo do pH

que estdo relacionados com grande nimero de ligacdes fenil-N-fenil (Figura 20).

3.6 Técnicas eletroanaliticas

3.6.1 Voltametria ciclica

Técnicas voltamétricas englobam um grupo de métodos eletroanaliticos
em que as informacgdes sobre a espécie analitica sdo obtidas através da medida de
intensidade de corrente como fung¢do do potencial. Uma das técnicas mais
versatéis e antiga € a voltametria ciclica (VC), onde uma rampa de potencial
triangular variando continuamente com o tempo, ¢ aplicada ao eletrodo de
trabalho, o que pode conduzir a ocorréncia de reacdes de oxidagdo e redugdo de
espécies eletroativas. A varredura se inicia no potencial (a) seguindo até o
potencial de inversdo (b) e retornando, geralmente ao potencial inicial (c). Esta
forma de variagdo de potencial ¢ apresentada na figura 21, onde também ¢
representada a curva de corrente-voltagem obtida, que ¢ chamada de
voltamograma.

Para este tipo de analise s3o geralmente utilizados geralmente podem ser
usados trés eletrodos. O eletrodo de trabalho onde sdo medidas as correntes
geradas em processos redox de interesse. O eletrodo de referéncia, de potencial
conhecido e constante, ¢ a referéncia em relagdo a qual o potencial do eletrodo de
trabalho ¢ aplicado. E o eletrodo auxiliar (também chamado de contra-eletrodo) ¢

onde ocorrem também processos redox e o fechamento do circuito elétrico.
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Figura 21 — Variagdo linear do potencial no tempo, com inversdes periodicas(l):
varredura direta(a), potencial de inflexdo(b), varredura inversa(c); Resposta de

corrente—potencial na voltametria ciclica(2).

3.6.2 Espectroscopia de Impedincia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) ¢ uma técnica que
tem sido muito utilizada para caracterizar processos que envolvem transferéncia
de carga elétrica (LASIA, 2001; BUENO et al., 2006). O principio basico desta
técnica ¢ a aplicagdo de uma perturbagdo a uma célula eletroquimica, por
exemplo, por meio de uma tensdo elétrica senoidal. O potencial elétrico E(t),
aplicado varia com o tempo t de acordo coma expressdo, E(7) = A cos o7, onde ®
¢ a frequiéncia angular correspondente a 2nf, sendo f a freqiiéncia com que a
corrente alternada oscila, normalmente medida em Hertz (Hz) e A é a amplitude
méxima da fungdo senoidal. O ® ¢ expresso em radianos. A resposta a
perturbacdo aplicada € uma corrente elétrica, também senoidal, com a mesma
freqliéncia da tensdo aplicada, diferenciando apenas na amplitude da fase. A

resposta de corrente I(t) a esta oscilagdo do potencial pode ser expressa por: 1(¢) =
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B sen(at + @), onde ¢ € o deslocamento da corrente com relagdo ao potencial e é
conhecido como angulo de fase (Figura 22), B ¢ amplitude maxima na fun¢do
senoidal. O espectro de impedancia € obtido pela variagdo da freqiiéncia (f =
®/21) para o potencial aplicado. Quando o potencial senoidal aplicado possui
valor aproximadamente igual ao potencial de circuito aberto e pequena amplitude,
a relagdo entre a corrente elétrica e potencial aplicado sera aproximadamente
linear, e pode ser expressa por uma expressdo semelhante a da lei de Ohm, ou
seja: E(t) = ZI(t), onde Z ¢ chamado de impedancia. (GIROTTO & DE PAOLI,

1999).

Angulo

N\

Amplitude
— .

Figura 22 — (A) Comportamento do potencial aplicado e da corrente resultante relativo a

técnica de Espectroscopia de Impeddncia Eletroquimica.

Na espectroscopia de impedancia eletroquimica sdo aplicados potenciais em
faixas de freqiiéncia de aproximadamente 10° a 10" Hz, com a finalidade de
avaliar propriedades dielétricas, reacdes de oxi-redugdo e transporte de massa que
podem ocorrer na interface eletrodo-solugdo, as quais sdo governadas por
caracteristicas elétricas e quimicas da solug@o e do eletrodo.

A analise dos resultados de impedancia ¢ freqiientemente realizada por meio

de simulacdo com modelos de circuitos elétricos equivalentes. O modelo de
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circuito elétrico mais utilizado para representar o que ocorre na superficie eletrodo

solucdo ¢ mostrado na figura 23.

Solugdo Eletrodo
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Figura 23 —Interface eletrodo-solu¢do(A): IHP-plano interior de Helmholtz; OHP-plano

exterior de Helmholtz; circuito elétrico equivalente(B).

No modelo de circuito elétrico apresentado na figura 23 B, Cq., representa a
capacitancia da dupla camada elétrica (IHP e OHP), na interface eletrodo solugéo,
enquanto que R, = Ry, corresponde a resisténcia a transferéncia de carga ou
impedancia faradaica. O W = Zy = impedancia Warburg corresponde a
impedancia que mede a resisténcia ao transporte de massa de espécies
eletroativas. Além destes parametros, a impedancia também ¢ fun¢do da
resisténcia ndo compensada, ou seja, a resisténcia da solucdo entre os eletrodos de
trabalho e de referéncia representado por Rs. O sistema mais simples (contendo,
Rs, Cae, Rp € Zw) € conhecido como o circuito de Randles (BUENO et al, 2006).

Os resultados da técnica de impedancia sdo normalmente apresentados na
forma de graficos que relacionam os parametros de freqiiéncia de excitagdo(f), em

Hz, angulo de fase, magnitude e componentes real e imaginario da impedancia. A
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representacdo utilizada, neste trabalho foi o diagrama de Nyquist ¢ Bode. O
diagrama de Nyquist ¢ construido plotando-se nos eixos correspondentes, os
valores das componentes real e imagindrio (Z° e Z” respectivamente) da
impedancia do sistema. O grafico de Bode no entanto ¢ construido plotando-se

nos eixos correposndentes o angulo de fase e o log da freqiiéncia de excitagao.
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4 Parte experimental

4.1 Reagentes

e 2-aminofenol (C¢H;NO), 99%; ACROS ORGANICS; M.M.= 109,1g.mol™;
CAS: 95-55-6.

e 3-aminofenol (C¢H7NO), 98%; ALDRICH; M.M. =109,13¢g mol'l; CAS:
591-27-5.

e 4-aminofenol (C¢H,NO), 97,5%; ACROS ORGANICS; M.M. = 109,13 g.
mol™!; CAS: 123-30-8.

e Acetilcolinesterase; SIGMA(EC-323-559-3); tipo VI-S; CAS: 9000-81-1;
403Unidades/ mg de proteina.

e Acetona (CH;OCHj3), 99%; M.M. = 58,08 g.mol'; CAS: 67-64-1.

e Acido Acético glacial, (CH3;COOH), 99%; VETEC d=1,05¢ mL'l; M.M.
= 60,05 g mol™'; CAS: 64-19-7.

e Acido perclorico (HCIO,4),70%, A.C.S, M.M. = 100,46 g.mol'l; CAS:
7601-90-3.

e Cloreto de Acetilcolina (C7H;sCINO;), 99%; ACROS ORGANICS; CAS:
60-31-1.

e C(Cloreto de metileno (CH,Cl,), 99,5%; VETEC; M.M. = 84,93 g mol '1; d=
1,33 gmL™"; CAS: 75-09-2.
e Cloreto de potassio (KCl), 99%; NUCLEAR; CAS:7447-40-7.

e Cloreto de sédio (NaCl), 100%, BIOTEC; M.M.= 58,44 g.mol'l; CAS:
20510-55-8.

e Diclorvos: 2,2-diclorovinil dimetil fosfato (C4H,Cl,O4P); PESTANAL;
MM. = 22098 g mol '; grupo quimico: organofosforado; classe:
inseticida; CAS: 62-73-7.

e Eter de petréleo(C3H,0,), 100%; BIOTEC; M.M. =236,45 g.mol'l;
CAS: 101316-46-5.

e Ferricianeto de potéassio [Ki;Fe(CN)g], 100%, REAGEN M.M.= 32925
g.mol”. CAS: 13746-66-2.

e Ferrocianeto de potassio [K4Fe(CN)e.3H,0O], 100%, VETEC, M.M. =
422,39 g.mol™'; CAS:13943-58-3.

e Fosfato de potassio monobdsico anidro (KH,POy4), 99%; CINETICA;
M.M.= 136,09, CAS:7778-77-0.
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o Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (Na,HPOs. 7H0), 99%;
CINETICA; M.M.=268.07; CAS:7782-85-6.

e Hidréxido de sédio (NaOH), 100%, Vetec, M.M.= 40,00 g.mol; CAS:
1310-73-2.

¢ Nitrato de potassio(KNO3), 99%; M.M.= 101,10 g.mol'l; CAS: 7757-79-1.

e Purpura de  Bromocresol: 5',5"-dibromo-o-cresolsulfoftaleina
(C21H6Br058), 90%; M.M.=540.223 g mol '; CAS: 115-40-2.

e Solucdo de glutaraldeido 50%; VETEC; d=1,12 g mL'l; MM. = 100,12 g
mol™; CAS: 111-30-8.

e TMB-4: 1,1°- Trimetileno- bis(brometo de 4-formilpiridina) dioxima;
SIGMA; pureza: 95%; M.M.= 446,1g mol™; CAS: 56-97-3.

4.2 Materiais e equipamentos utilizados

Toda a vidraria utilizada foi deixada em banho de acido nitrico 10% por
aproximadamente 24 horas e lavada com 4gua deionizada.

Agua deionizada foi obtida de ultrapurificador microprocessado Master
System Gehaka (Figura 24 A). Medidas de pH foram realizadas utilizando
pHmetro Digital PG1800 (Figura 24 B). Foi utilizado ainda um ultra-som

Ultrasonic Cleaner 1450 USC (Figura 24 C).

Figura 24 — Equipamentos utilizados para o fornecimento de dgua(A), medidas de pH(B)

e limpeza dos eletrodos por ultra-som(C).
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Para os estudos eletroquimicos (voltametria ciclica e Espectroscopia de
inpedancia eletroquimica) e formagdo de filmes poliméricos foi utilizada uma cela
eletroquimica de trés compartimentos (Figura 25 A). Como eletrodo auxiliar foi
utilizado uma placa de platina de 2cm” de 4rea aparente (Figura 25 B). Todos os
potenciais sdo referidos a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (Figura 25 C). O
eletrodo de trabalho utilizado foi um disco de carbono grafite, com 6 mm de

diametro, (Figura 25 D). Um sistema montado pode ser visto na figura 25 E.

Figura 25 — Materiais utilizados nos estudos eletroquimicos.

Para as medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato CH
Instruments modelo 1120 A (Figura 26 A). Medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica foram realizadas utilizando um potenciostato Autolab
302N (Figura 26 B). Uma politriz Aropol 2V da Arotec (Figura 26 C) foi utilizada

para polimento mecanico dos eletrodos de trabalho.
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Figura 26 — Equipamentos utilizados nos experimentos eletroquimicos e limpeza dos

eletrodos.

As superficies modificadas dos eletrodos foram analisadas em microscopio
eletronico de varredura modelo LEO 940A, marca ZEISS (Figura 27 A) e em
microscopico de forca atdmica Nanoscope III da Digital Instruments

(Figura 27 B).

Figura 27 - Equipamentos utilizados nas andlises morfologicas dos eletrodos

modificados.

A figura 28 mostra o sistema em fluxo utilizado neste trabalho. Tubos de
polietileno (0,8 mm de didmetro) foram usados para algas de injecdo e linhas de
transmiss@o. As solu¢des foram bombeadas usando uma Bomba peristaltica

Minipuls 3 da Gilson (Figura 29) e tubos de Tygon".
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Figura 28 — Diagrama esquemadtico do sistema em fluxo utilizado neste trabalho.
Ry, solugdo transportadora;, P, bomba peristaltica (figura 29 A); W, residuo; L,al¢a de
amostragem, I, valvula injetora (figura 29 B); A, solu¢des padroes de pesticida ou
cloreto de acetilcolina preparados em solugdo tramsportadora; D, detector

potenciométrico.

U 4=

Figura 29 — Equipamentos do sistema em fluxo: A- Bomba peristaltica; B-Injetor

comutador de geometria circular.

O sistema de deteccdo proposto, ilustrado na figura 30, ¢ uma célula

eletroquimica, onde o eletrodo de referéncia ¢ um fio de Ag com AgC/

eletrodepositado (Figura 30 h ) (SANTOS et al., 2007, PEDROTTI et al., 1996), ¢
o eletrodo de trabalho constituido de um disco de grafite de 6 mm de didmetro
fixado com cola de prata sobre uma pega cilindrica de latdo (Figura 30 d ; Figura
30 e). A superficie deste eletrodo foi modificada com filmes de aminofenois e
enzima acetilcolinesterase (10U). O compartimento interno da célula possui

capacidade para 460 pL.
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Figura 30 — Célula eletroquimica usada como sistema de detec¢do potenciométrica.

a-suporte de Teflon,; b-pino de contato,;c-Revestimento de teflon, d-Pega de latdo, e-disco

de grafite; f- anel de vedagdo,; g-Peca de acrilico; h- eletrodo de referéncia Ag/AgClL
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4.3 Solucoes

Foram preparadas solugdes estoque a partir de quantidades adequadas de
reagentes com grau analitico e dgua deionizada (0,05uS) obtida de um sistema
Master System (Figura 24 A). A partir de solugdes estoque foram preparadas as

solucdes de trabalho.
Solucio de Fe'/Fe’* e Monémeros de Aminofendis

Solucdes padrio contendo o par redox Fe’'/Fe’™ foram preparadas
utilizando-se K3Fe(CN)s (5 mmol L) / K4Fe(CN)g (5 mmol L™ ) em 0,1 mol L™
de KNO;. As solugdes dos mondomeros 2-aminofenol, 3-aminofenol e 4-
aminofenol foram preparadas em écido perclérico 0,5 mol L como eletrdlito

suporte. As solugdes foram deaeradas por 45 minutos com nitrogénio ultra-puro.
Solu¢do Tampdo Fosfato

Uma solugdo estoque de tampdo fosfato (0,4 mol L), pH igual a 7,4, foi
preparada pesando-se 2,7218 g de KH,PO4 e 2,8414 g de Na,HPO, e transferindo

para um baldo de 100 mL que foi completado com agua deionizada.
Solugdo Transportadora

A solugio transportadora (KCI1 0,1 mol L ¢ tampao fosfato Immol L)
utilizada no sistema em fluxo, foi preparada pesando-se 14,9100 g de KCl, em
seguida transferido para um baldo volumétrico de 2L. A este baldo foi adicionado
5 mL de uma solugdo estoque de tampdo fosfato 0,4 mol L e completado o

volume do baldo com 4gua deionizada. Se necessario, o pH da solu¢do era
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corrigido para 7,40 com solu¢do de NaOH ou HCI. Esta solucdo foi usada no

preparo das solugdes de trabalho de cloreto de acetilcolina e 4cido acético.
Solucdo de Albumina de Soro Bovino a 1% m/v (ASB)

Esta solugdo foi preparada em tampdo fosfato (Immol L'; pH 7.,0)
pesando-se 0,1000 g de albumina de soro bovino que foi transferida para um baldo

de 10 mL.
Solucdo de Cloreto de Acetilcolina

Transferiu-se 3,6300 g de cloreto de acetilcolina para um baldo
volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com solugdo transportadora
(KC10,1 mol L e tampdo fosfato Immol L) para obtencdo de solucdo de cloreto
de acetilcolina 0,2 mol L™". O pH desta solucdo foi corrigido para 7,40 com
hidréxido de soédio ou acido cloridrico. A partir desta solugdo estoque foram

preparadas as solugdes de trabalho.
Solucdo de Glutaraldeido 3% v/v

Transferiu-se 3,0 mL de solugdo de glutaraldeido 50% v/v para um baldo
volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com agua destilada para obtengao

do glutaraldeido a 3% v/v.
Solucdo de Diclorvos

Preparou-se a solugdo de diclorvés 0,113 mol L' em acetona, que foi
mantida em refrigeracdo. As solugdes de trabalho foram preparadas por diluicdo

desta solucao.
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Solucdo de Acetilcolinesterase

A enzima liofilizada (1,75 mg) foi dissolvida em 2 mL de solucdo tampé@o
fosfato 5 mmol L pH 7,00 e mantida em refrigeragdo, numa temperatura de 4° C.

Neste volume de solugdo (2 mL), a enzima possui uma atividade enzimaética

teorica de 705,25 U.
Solucdo de TMB-4

Transferiu-se 0,112 g de 1,1°- Trimetileno- bis(brometo de 4-formilpiridina)
dioxima para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com
acetona, obtendo uma solugio 5 mmol L. As solugdes de trabalho foram

preparadas por diluicdo desta solugao.

4.4 Preparacio de eletrodos

4.4.1 Eletrodo de referéncia

O eletrodo de Ag/AgCl foi obtido por eletrodeposi¢cdo de AgCl na superficie
de um fio de Ag como anodo, e como catodo foi utilizado uma placa de platina de
2 cm® de 4rea aparente, e solugdo de cloreto de potassio 0,10 mol L. A
eletrodeposicdo de AgCl no anodo foi realizada sob corrente constante de 1 mA,
durante duas horas, utilizando um potenciostato CH Instruments modelo 1120 A
(Figura 26 A). Terminada a eletrodeposi¢do, o fio de prata foi colocado no
interior de uma ponteira com extremidade inferior devidamente vedada, e
preenchida com uma solucdo de cloreto de potassio 3,00 mol L™, saturada de

AgCl (SANTOS et al., 2007, PEDROTTI et al., 1996).
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4.4.2 Eletrodo de trabalho e formacdo de filmes poliméricos

O eletrodo de trabalho (carbono grafite) foi polido mecanicamente em feltro
umedecido com uma suspensdo de alumina 0,30 um e dgua deionizada em politriz
e manualmente. Apos esse tratamento, os eletrodos foram levados a um ultra-som
para remocao de particulas residuais de alumina.

Os eletrodos polidos foram transferidos para a célula eletroquimica (Figura
25 E), contendo a solu¢do com o par redox K;Fe(CN)s / K4Fe(CN)g previamente
desoxigenadas. Com objetivo de manter sempre o mesmo “padrido de superficie”
para os eletrodos utilizados, foram feitos voltamogramas ciclicos variando-se o
potencial entre -0,10 V a +0,50 V a uma velocidade de varredura de 100 mV s
ApoOs esse processo, os eletrodos pré-selecionados foram lavados, secos e
transferidos para uma célula de trés compartimentos (figura 25 E) contendo o
eletrolito suporte na auséncia do mondmero. A seguir, os eletrodos foram lavados
com agua deionizada e recolocados na célula de trés compartimentos contendo o
mondémero de aminofenol. A eletropolimerizagdo dos mondmeros foi realizada
com sucessivas varreduras, variando-se o potencial limite entre -0,20 a +0,67 V,
0,20 a 1,10V e 0 a 0,64V vs. Ag/AgCl(sa) para os mondmeros de 2-aminofenol, 3-
aminofenol e 4-aminofenol, respectivamente, a temperatura ambiente (25+1°C).
Os eletrodos modificados, apos eletropolimerizagdo foram lavados com agua

deionizada para remoc¢do do excesso de monomero ndo polimerizado.
4.5  Cilculo da atividade enzimatica

O estudo da cinética enzimatica para o calculo da atividade enzimatica na
solucdo estoque de acetilcolinesterase foi realizado utilizando-se um

espectrofotometro UV-Vis, onde se colocou em uma cubeta 684,8 puL de tampao
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fosfato 1,0 mmol L™ a pH 7,40 com 7,0 puL de Purpura de bromocresol (1mmol
L"), 5,4 uL de cloreto de acetilcolina (Immol L™) e 2,84uL de solugdo estoque de
enzima. No momento da adicdo da solugdo estoque da enzima o
espectrofotometro foi acionado no modo cinético, monitorando a absorvancia a
430nm. O ensaio foi realizado em triplicata e a atividade enzimatica foi

determinada de acordo com a equagdo:

AA4bs.V,

el

U(/’”nOchido acético /mll’l) = 2000

Onde AAbs corresponde a variagdo da absorvancia a 430nm por minuto
(coeficiente angular da faixa linear do grafico de Absorvancia vs. tempo); ¢,
absortividade molar do purpura de bromocresol, V; é o volume de solugdo

estoque(pul) e 7, € o volume final na cubeta (uL).

4.6 Preparacio do biossensor

A constru¢do do biossensor potenciométrico foi realizada utilizando um
eletrodo de trabalho contendo filme de poli(4-aminofenol), conforme descrito na
figura 31. A superficie do eletrodo foi preparada conforme procedimento descrito
no item 4.4.2 deste trabalho. Para a imobilizacdo da enzima, misturou-se 85uL de
solucdo de acetilcolinesterase (705,25U) e 10uL de solugdo ASB 1,0% m/v. Apos
homogeneiza¢do desta mistura, um volume correspondente a atividade enzimatica
de interesse foi espalhado uniformemente pela superficie do eletrodo (por
exemplo, 31,7ulL da solucdo da mistura corresponde a 10U de atividade
enzimatica imobilizada). O eletrodo foi colocado para secar a temperatura
ambiente. Apds seco, o eletrodo com a enzima imobilizada (biossensor) foi
colocado numa atmosfera saturada com vapor de glutaraldeido 3%, a temperatura

de 37° C, durante 5 minutos (Ivanov et al., 2000). Transcorrido este tempo,
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retirou-se o biossensor e lavou-o com agua deionizada e solug¢do tampao fosfato
-1 . .
1 mmol L™, pH 7,0. O biossensor foi guardado no freezer, na temperatura de -

12°C no estado seco, até o uso.

Solugdo de

- Atmosfera saturada com vapor de
Acetilcolinesterase

glutaraldeido por 5 min

705,25 U 85uL
.---.31,7uL
Solugdo de N P
ASB 1 % m/v @ O EE R
Eletrodo com poli(4- T
aminofenol) ~
Glutaraldeido 3 % m/v;
Temperatura 37°C

Figura 31 — Procedimento para imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase.

4.7 Caracterizacio dos eletrodos modificados.

Medidas eletroquimicas (voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica) dos eletrodos de grafite com poli(4-aminofenol) e do biossensor
potenciométrico (10U) foram realizadas com objetivo de verificar as diferencas
eletroquimicas provocadas pela eletropolimerizagdo e pela imobilizagdo da
enzima.

Voltamogramas ciclicos dos eletrodos foram obtidos em cela de trés
compartimentos (Figura 25 E) contendo 5 mmol L' K3Fe(CN)s, 5 mmol L™
K4Fe(CN)g e 0,05 mol L! KNOs, variando-se o potencial entre -0,10V a +0,50 V

a uma velocidade de varredura de 100 mV s™.



Parte experimental 75

Os espectros de impedancia foram realizados usando-se célula de trés
compartimentos (Figura 25 A) contendo 5 mmol L' K3Fe(CN)s, 5 mmol L™
K4Fe(CN)s e 0,1 mol L' KCI como eletrdlito suporte. As medidas para cada
eletrodo foram feitas variando-se a faixa de freqiiéncia entre 100 KHz ¢ 0,01 Hz
usando um sinal de excita¢do senoidal com uma amplitude de excitacdo de 5 mV.
Os espectros de impedancia foram ajustados para um circuito elétrico equivalente
usando-se um programa instalado em potenciostato Autolab 302N.

As microscopias de for¢a atomica foram realizadas em eletrodos
modificados com poli(4-aminofenol) com e sem enzima imobilizada. A espessura
e a rugosidade do filme foram determinadas seguindo procedimento proposto por

LOBO et al., 1999.

4.8 Resposta do sensor de grafite e grafite modificado com

poliaminofendis

A resposta potenciométrica em relagdo ao acido acético foi avaliada usando o
sistema de fluxo mostrado na figura 28. Foram avaliadas as respostas dos
eletrodos de grafite e eletrodos de grafite modificados com poli(2-aminofenol),
poli(3-aminofenol) e poli(4-aminofenol). Para avaliagdo de cada sensor, foram
injetados 150 uL de solugdo padrio de acido acético nas concentragdes de 0,050
a 100 mmol L. Os parametros de fluxo foram: solucio transportadora (tampdo
fosfato 1,0 mmol L'l; KC10,1 mol L'l; pH 7,40), vazdo 1,5 mL min™' e bobina de

35 cm.
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4.9  Avaliacio da resposta do biossensor potenciométrico

4.9.1 Em funcdo da concentracdo de cloreto de acetilcolina

A resposta do biossensor potenciométrico (30U), na presenca de cloreto de
acetilcolina, foi monitorada em potencial de circuito aberto vs. Ag/AgCl (3 mol
L") em fun¢do do tempo, devido ao 4cido acético produzido na reagdo enzimatica
(Figura 12), utilizando um potenciostato da CH Instruments modelo 760 C. Foram
injetados 150 uL de solucdo padrdo de cloreto de acetilcolina nas concentragdes
de 0,4 a 100 mmol L preparada em solucdo transportadora (tampao fosfato 1,0
mmol L'; KC1 0,1 mol L; pH 7,40). Todas as medidas foram realizadas em

fluxo (Figura 28), utilizando vazdo de 1,5 mL min™ e bobina de 35 cm.

4.9.2 Em funcdo do pH

Para avaliagdo da resposta do biossensor potenciométrico (10U), em fungdo
do pH do meio reacional, foram preparadas solucdes de cloreto de acetilcolina
(5mmol L) em pH de 6,00 a 8,00 usando como solvente solucdo transportadora
com valor de pH em estudo. Foram preparadas solugdes transportadoras (tampao
fosfato 1,0 mmol L'l; KC1 0,1 mol L'l) em pH de 6,00 a 8,00. Para cada
avaliagdo de pH, o mesmo era corrigido de forma que o pH da solucdo
transportadora fosse o mesmo da solugdo padrio de cloreto de acetilcolina
injetada (150 uL). A vazdo e a bobina utilizados foram de 1,5 mL min" e 35 cm,

respectivamente.
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4.9.3 Em funcdo da concentracgdo de tampdo fosfato

Neste estudo foram utilizadas solugdes tampao fosfato nas concentragdes de
0,001 to 0,10 mol L'l, preparadas em KCl1 0,1 mol L'e pH corrigido para 7,40. A
variacdo do potencial da célula foi monitorada em fluxo, apds adi¢do de 150 uL
de solugdo de cloreto de acetilcolina (Immol L), vazio da solugdo

transportadora, 1,5 mL min” e bobina de 35 cm.
4.9.4 Em funcdo dos parametros hidrodindmicos

Foram otimizadas a vazao e volume de amostra de forma univariada. O efeito
do comprimento da bobina ndo foi avaliado, pois a reagdo ocorre na superficie do
biossensor potenciométrico (10U). Os valores de vazio da solugdo transportadora
avaliados foram: 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mL min™', utilizando uma solucdo padrio
de cloreto de acetilcolina 5 mmol L™ e solugdo transportadora (tampéo fosfato 1,0
mmol L''; KC1 0,1 mol L; pH 7,40). Utilizando-se estas mesmas condic¢des
(solugdo transportadora e de cloreto de acetilcolina) foram avaliados volumes de

substrato de 100, 150, 200 e 250uL.

4.9.5 Em funcdo do tempo de armazenamento

O tempo de vida do biossensor foi avaliado para uma atividade enzimatica de
10U, durante um periodo de quarenta dias. Neste periodo, utilizando o sistema em
fluxo descrito na figura 28, foram injetados em triplicata solug¢do de cloreto de
acetilcolina 20 mmol L™, e a resposta do potencial da célula foi observada. Entre
uma avaliacdo e outra, o eletrodo foi armazenado, no estado seco, no freezer até a

proxima avaliacdo.
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4.9.6 Em funcdo da concentragdo de Diclorvos

Essa investigacdo foi realizada usando o biossensor proposto acoplado ao
sistema de fluxo continuo (Figura 28), com vazdo de 1,0 mL min” e solucdo
transportadora (tampdo fosfato 1,0 mmol L''; KCl 0,1 mol L''; pH 7,40). A
concentracdo de substrato foi de 20,0 mmol L' de cloreto de acetilcolina,
preparado em 1,0 mmol L' de tampéo fosfato, contendo 0,1 mol L™ de KCI e pH
7,40. A resposta do biossensor foi obtida antes da etapa de inibigdo, através da
inje¢do de 150 uL de solugdo de substrato. Solugdes padrdes de diclorvos recém
preparadas (150 pL) nas concentracdes de 10 a 100 pmol L™, foram injetadas sem
parada de fluxo. Apos o restabelecimento da linha base, 20,0 mmol L™ de solugdo
de cloreto de acetilcolina foi injetado em triplicata, e a diferenga de potencial
devido ao 4cido acético gerado na hidrolise enzimatica foi medida. A

porcentagem de inibicdo da Enzima AChE foi obtida de acordo com a equagao:

1(%) :%.100%

1

Onde /(%) ¢ o grau de inibicdo, AE; ¢ a diferenca de potencial produzida pelo
sistema enzimadtico antes da inibicdo e AE, ¢ a diferenca de potencial produzida
pelo sistema enzimatico depois da inibigdo. A etapa de regeneracdo do biossensor
foi realizada pela injegdo de 150 pL de solugdo 5, 0 pmol L™ de 1,1’-trimetileno-

bis(brometo de 4-formilpiridina) dioxima (TMB-4).
4.10 Ensaios de recuperacio e comparacio

A exatiddo e precisio do método proposto foram avaliadas para
determinag@o de pesticida diclorvos em amostra de batata (Solanum tuberosum,

L.). Esta amostra foi cedida pela empresa AGROTESTE-Servicos de Inteligéncia
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AgronOmica, situada na BR 365, km 604 - Estacdo Experimental, Zona Rural -
Uberlandia/MG. A batata foi cultivada no més de setembro de 2008 e segundo a

empresa ndo foi aplicado nenhum agrotoxico para controle de pragas.

Amostra triturada foi filtrada e
o residuo lavado com 60 mL

de Acetona/agua 2:1

D =

12 mL L' .
.': .'.\"-_ ,.-,:Iln
. Extrato ' ': B
Triturado por ST ri
/ Syoon e
1 minuto J : ) l '1 i
] r '_';:I
-7 .
7 AN E‘ 1
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A fase organica¥ |

foi recolhida L
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- \
0oy \
A . \ fase aquosa e 30 mL de
A fase organica foi seca .
, \ diclorometano.
em Rotaevaporador & .
A}
60 °C. h

A fase orgénica ¢ recolhida

> LD

O residuo foi resuspenso
para 10 mL com solugdo

transportadora.

Figura 32 — Procedimento de extragdo liquido-liquido utilizado

A amostra foi lavada com agua para retirada do excesso de solo, triturada
em ultra-turrax com uma mistura de acetona agua 2:1, durante 1 min e em seguida
filtrada. O filtrado foi homogeneizado com 2,65 uL, 4,42 uL e 7,07 pL de

solugdo estoque de diclorvés (0,113 mol L")  de forma a resultar no nivel de
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fortificagdo de 30, 50 ¢ 80 umol L', respectivamente. As recuperacdes foram
avaliadas usando procedimento de extracdo liquido-liquido descrito por
YOKOMIZO et al. (1985) e ilustrado na figura 32. A concentracdo de diclorvos
foi avaliada usando a metodologia proposta (Biossensor potenciométrico
grafite/poli(4-AMP)/AChE), cromatografia gasosa com detector de captura de
elétrons (CG-DCE) e cromatografia gasosa com detetor de espectrometria de
massa (CG-MS). Para os ensaios cromatograficos, o residuo apds a etapa de
evaporagdo do solvente foi resuspenso em hexano e 2uL foram injetados em
cromatografo a gas 17-A com detetor de espectrometria de massa, sistema
quadrupolo, QP5000. O material recuperado da fortificagdo também foi analisado
em cromatografo a gas (CG-17-A) da Shimadzu, equipado com detector de
captura de elétrons. As condicdes de deteccdo e cromatograficas estabelecidas
foram:

Cromatografia a gas com detector de espectrometria de massa
e Coluna HP-INOWAX, dimensdes: 60m de comprimento x 0,32 mm
de diametro interno x 0,25 um de fase estaciondria.

e Rampa: temperatura inicial de 60 °C; 60°C a 150°C por 25°C/min;
I min a 150 °C; 150 °C a 200 °C por 3°C/min; 200°C a 220°C por
8°C/min; 15min a 220°C.

e Temperatura do injetor: 220 °C.

e Modo de injecdo: splitless.

e Pressdo: 100 (kPa).

e Fluxo de gas de arraste: 1,0 mL/min (Hélio).
e Voltagem do Detector: 1,5V.

e Intervalo de massa/carga: 40 a 450 (m/z).

e Modo de monitoramento de ion: SIM.

e Corte do solvente: 7 min.
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Cromatografia a gas com detector de captura de elétrons

e Coluna HP-5 da Agilent Technologies, com fase estacionaria
composta de 5% de difenil e 95% de dimetilsiloxano, 30 m de

comprimento; 0,25 mm de d.i. e 0,1 um de espessura de filme

e Rampa: temperatura inicial de 214 °C; 214°C a 229°C por 0,5

°C/min.
e Temperatura do injetor: 270 °C.
e Temperatura do detector: 300°C.
e Modo de inje¢do: split 1:5
e Volume de inje¢do: 1 pL

e Fluxo de gas de arraste: 3,0 mL/min (Nitrogénio).
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5 Resultados e Discussoes

5.1 Formacio de filmes poliméricos

Os eletrodos de grafite polidos foram avaliados frente ao par redox
K;3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g utilizando-se voltametria ciclica. Os eletrodos adequados
para eletropolimerizagdo e posterior imobilizagdo da enzima seguiram o perfil
observado na figura 33. A carga elétrica (Coulombs) foi calculada integrando-se
o voltamograma (onda de oxida¢ao e onda de reducdo) [corrente (A) vs. potencial
(V)/velocidade de varredura (V s')]. O valor de carga obtido para este
voltamograma foi 1,885 x 10~ C e todos os eletrodos de grafite utilizados foram
selecionados seguindo este valor, como critério de selecdo, considerando um

coeficiente da varia¢do de 5%.
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Figura 33 — Voltamograma ciclico de eletrodo de carbono grafite em solugdo contendo

5 mmol L' de K;3Fe(CN)g, 5 mmol L' de KFe(CN)s e 0,1 mol LT KNO;, 100mV s
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A formacdo dos filmes de poliaminofendis foi realizada em solucdo de
acido percldrico 0,5 mol L'l, 50 mV.s'l, variando-se o potencial limite entre -0,20
a +0,67 V, 0,20 a 1,10V e 0 a 0,64V vs. Ag/AgCl para os mondmeros de 2-
aminofenol (Figura 34), 3-aminofenol (Figura 35) e 4-aminofenol (Figura 36),

respectivamente.

400
300
200+
100~

0=

-100+

-200 . . . . ) -200 . . . . .
-0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial / V vs. Ag/AgCl | Potencial / V vs. Ag/AgCI, )

Figura 34 — Voltamogramas ciclicos sucessivos de eletrodo de grafite em solucdo
contendo 2-aminofenol 2,5 mmol L em dcido perclorico 0,5 mol L. 100 varreduras, 50

mV s™ (4); primeiro-1 e centésimo-2 voltamograma ciclico (B).

Na figura 34 BI, referente a formacdo do filme de poli(2-aminofenol),
observa-se a formag¢do de um pico de oxidacdo em torno de +0,572 V e dois de
reducdo a +0,262 V e +0,128 V . A partir de uma segunda varredura, surgiram dois
picos de oxidagdo a +0,134 V e +0,277 V (Figura 34 B2). Estes picos sdo
complementares aos de redugdo sendo considerados pares redox reversiveis. O pico
no potencial mais anddico, que se refere a formaga@o do cation-radical, apresenta uma
ligeira queda em relagdo a corrente e ndo apresenta uma onda redox complementar,
sendo assim, irreversivel (FRANCO, 2007). Apds 100 varreduras, os dois pares redox

mostram um crescimento expressivo nos valores de corrente.



Resultados e Discussoes 84

500 500
< 400} < 400 (B)
1
= 300} = 300}
~ ~
(O] [0}
& 200¢ + 200f
o 0]
—
S 100} £ 100 2
o O ol
-100 L L L L L L I -100 ) ) | ) ) ) .
-02 00 02 04 06 08 10 12 ""p3 00 02 04 06 08 10 1,2
Potencial /V vs. Ag/AgCI(saL) Potencial / V vs. Ag/AgCI(

sat.)

Figura 35 — Voltamogramas ciclicos sucessivos de eletrodo de grafite em solugdo
contendo 3-aminofenol 2,5 mmol L em dcido perclorico 0,5 mol L. 100 varreduras, 50

mV s (4); primeiro-1 e centésimo-2 voltamograma ciclico(B).

Para o 3-aminofenol, o potencial da primeiro pico de oxidagdo ¢ mais anddico
(+0,892 V). Um pico de reducdo acompanha o voltamograma com um valor de
corrente muito pequeno e uma faixa de potencial ampla, por volta de +0,314 V
(Figura 35 B1). O segundo voltamograma (Figura 35 B2) mostra um pico de oxidacdo
complementar ao de reducdo em cerca de +0,375 V. O pico mais anodico, referente a
formag¢do do cation-radical sofre um acentuado decréscimo no valor de corrente. O
par redox ndo mostra alteragdes significantes de corrente a partir desse ponto. Essas
caracteristicas eletroquimicas sugerem a formag¢@o de um polimero ndo-condutor na
superficie do eletrodo, auto-limitado, fino e com impedimento do aumento dos
valores de corrente do par redox. Para o 3-aminofenol, a variacdo de numero de
varreduras faz com que o valor de corrente do pico de oxidagdo do mondmero
decresga enquanto o par redox mostra aumento de corrente pouco significativo. Isso
mostra que o eletrodo estd recoberto com um filme polimérico ndo-condutor

(FRANCO, 2007).
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Figura 36 — Voltamogramas ciclicos sucessivos de eletrodo de grafite em solugdo
contendo 4-aminofenol 2,5 mmol L em dcido perclorico 0,5 mol L. 100 varreduras, 50

mV s (4); primeiro-1 e centésimo-2 voltamograma ciclico (B).

Na primeira varredura dos voltamogramas de formacgdo do filme de poli(4-
aminofenol) (Figura 36 Bl) pode-se observar um processo redox reversivel em

potenciais E,=+0,543 V ¢ E = 40,514 V, o que sugere que o processo ndo ¢ seguido

de uma reag¢do quimica rapida. Nas proximas varreduras de potencial (Figura 36 B2) ¢é

observado crescimento de um pico em potenciais mais baixos E = +0,450V ¢ E =

+0,420V, sugerindo formacdo de material eletroativo na superficie do eletrodo
(AFONSO, 2008).

O crescimento da onda em +0,45V ¢é resultado do aumento da extensio de
conjugacdo no polimero, resultando em menor potencial de oxidagao, se comparado
com o monomero. Pode-se sugerir, no primeiro pico de oxidagao (Figura 36 B1), a
adsor¢do de 4-aminofenol seguido da primeira transferéncia eletronica e perda do
primeiro préton. A seguir, o radical adsorvido ¢ submetido a segunda perda eletronica
e de mais um préton, formando 4-quinoneimina (MENEZES & MAIA, 20006).
Posteriormente, a quinoneimina ¢ hidrolisada a 4-benzoquinona (HAWLWY &

ADAM, 1965; MENEZES & MAIA, 2006) que reage com 4-aminofenol, resultando
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em produto pouco soluvel que precipita na superficie do eletrodo (Figura 20). A partir
de reagdes sucessivas forma-se o filme polimérico. As ondas de oxi-reducdo de 4-
aminofenol apresentam um pequeno decréscimo, sugerindo dificuldade de adsorgdo

do mondmero 4-aminofenol a superficie do eletrodo ja modificado (AFONSO, 2008).

5.2 Resposta do sensor de grafite e grafite modificado com

poliaminofenois

Com a finalidade de verificar se os eletrodos de grafite e grafite modificados
com filmes de poliaminofendis, podem ser utilizados como transdutores na
constru¢do de biossensor potenciométrico a base de AChE, investigou-se o
comportamento dos respectivos eletrodos, em fluxo, quando em contato com
solugdes aquosas de acido acético. Para tanto foram injetados 150 pL de solugdo
padrio de 4cido acético 50 mmol L. Os pardmetros de fluxo foram: soluc¢io
transportadora contendo tampao fosfato 1,0 mmol L'l; KC10,1 mol L pH 7,40,
vazdo de 1,5 mL min™ e bobina de 35 c¢m.

O aparecimento de um potencial desenvolvido na célula eletroquimica na
auséncia de corrente aprecidvel, devido a diferenca de potencial estabelecida entre
o eletrodo de trabalho (transdutor) e o eletrodo de referéncia Ag/AgCl, ¢ o sinal
elétrico ou a resposta analitica traduzida pelo eletrodo de trabalho (transdutor)
provocada pela presenca do dcido acético na interface da superficie do eletrodo.
Esta resposta analitica foi observada em todos os transdutores estudados para uma
concentracdo de acido acético de 5 mmol L™ (Figura 37). Nesta concentragdo de
acido acético, os eletrodos de grafite e grafite modificado com poli(4-aminofenol
apresentaram resposta analitica (88,4 mV e 50,1 mV) e velocidades de resposta
maiores que os eletrodos de grafite modificados com poli(2-aminofenol) e poli(3-

aminofenol) (Tabela 9). O eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol)
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apresentou desvio padrdo relativo (1,1% ; n = 3) menor que os outros eletrodos
estudados. O tempo de restabelecimento da linha base, foi praticamente o mesmo
para os eletrodos, exceto para o eletrodo modificado com poli(2-aminofenol) que
possivelmente apresentou uma facilidade maior de desprotonagdo da superficie,

portanto menor tempo de restabelecimento da linha base.
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Figura 37 — Resposta potenciométrica de eletrodos de grafite modificados com poli(2-
aminofenol) (a), poli(3-aminofenol) (b), poli(4-aminofenol) (c) e eletrodo de grafite (d)
em relagdo a solugdo de dcido acético Smmol L™

O comportamento da resposta analitica em fun¢do da concentragdo de acido
acético foi avaliado injetando 150uL de solugdes padrdes de acido acético, em
triplicata, nas concentragdes de 0,050 a 100 mmol L' nas condicdes
experimentais: solucdo transportadora (tampdo fosfato 1,0 mmol L™'; KCI 0,1
mol L pH 7,40), vazdo 1,5 mL min” e bobina de 35 cm. Os resultados sdo
apresentados na tabela 9.

Os eletrodos de grafite e grafite modificado com poli(4-aminofenol)

apresentaram melhores resultados para o limite de detec¢do, limite de
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quantificagdo e faixa linear de resposta. A resposta potenciométrica em funcio

da concentragdo para estes dois eletrodos mostra uma sensibilidade maior a ions
+ ~ \ v e . . . .

H;0', em relacdo as superficies modificadas com poli(2-aminofenol) e poli(3-

aminofenol).

Tabela 9 — Figuras de mérito para o sensor de grafite e sensores de grafite modificados

com filmes de poliaminofendis em fun¢do da concentragdo de dcido acético.

Eletrodo de grafite modificado

Fll%: r;:: de Grafite
erito Poli(2-AMP) Poli(3-AMP) Poli(4-AMP)
LR/ mmol L™ 5,0-100 5,0-100 3,0-100 1,0-100
LD / pmol L 68 1600 840 140
LQ/ mmol L™ 0,2 53 2,8 0,5
*AE /mV 884+ 3,3 18,1+1,2 141+ 1,5 50,1+0,7
*RSD/ % 22 3,9 8,6 1,1
*TRL /s 81,7222 56,2+ 17,8 80,9+ 15,7 104,3+ 24,5
Linearidade ~ AE=197.5 +57.2t  AE=1159+44,1t  AE=139,0+552t AE=184,9+5881
=0,99314 = 0,99698 = 0,99733 #=0,99784
*VR/mV s 6,6+12 2,0+0,8 1,2+0,2 56+04

LR- faixa linear de resposta; LD- limite de detec¢do; LQ- limite de quantificacdo; RSD- coeficiente de variagdo; TRL-
Tempo de restabelecimento da linha base; VR- Velocidade de resposta; t = log [Acido Acético]; AE- diferenca de potencial.

*Concentragio de acido acético 5 mmol L™

5.3 Calculo da atividade enzimatica em solucio

A atividade enzimdtica pode ser expressa em unidade de atividade cujo
simbolo ¢ U, a qual ¢ definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa o
consumo do substrato ou a formagdo do produto em pmol min" (1U corresponde
a formagdo/consumo de 1pmol min” do substrato ou do produto da reagdo
enzimatica). O método padrio para determinar a atividade enzimatica da
acetilcolinesterase foi descrito por ELLMAN, et al. (1961). Neste método, o

substrato acetiltiocolina ¢ hidrolisado a tiocolina pela enzima acetilcolinesterase,
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que em seguida, reage com 5,5 ditio-bis-2-acidonitrobenz6ico-DTNB resultando
no produto 5-tio-2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina que absorve em 412 nm.
Dessa forma, o método monitora a formagdo do produto da reag¢do enzimatica por
minuto, monitorando a absorvancia do complexo amarelo formado em fun¢do do
tempo. De forma analoga, foi proposto um método para determinagdo da atividade
enzimatica na solucdo estoque de acetilcolinesterase usando o purpura de
bromocresol no meio reacional, monitorando a absorvancia do mesmo em 430nm
em fungdo do tempo de reagdo enzimatica (Figura 41).

Um indicador € um par conjugado de acido e base de Bronsted-Lowry cujo
acido apresenta uma coloracdo e a base outra, ou seja, apresentam bandas de
absor¢do em comprimentos de onda diferentes na regido UV — Visivel. Algumas
vezes uma das duas espécies € incolor, ndo absorve nesta regido do espectro
eletromagnético (HARRIS, 2001; SKOOG et al, 1992; ATKINS, 1999). A
interconversdo entre as duas espécies pode ser representada pelo equilibrio

mostrado na figura 38.

Purpura de bromocresol Purpura de bromocresol
em meio acido (amarelo) em meio basico (purpura)

Figura 38 — Equilibrio dcido-base para indicador purpura de bromocresol.
O espectro de absor¢do para o purpura de bromocresol (Figura 39) obtido
em pH 8,70 apresenta uma banda em 590 nm, atribuida a transi¢des =n- m* da

espécie anidnica (cor purpura). A medida que o pH vai diminuindo essa banda
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desaparece e surge uma banda em 430 nm associada a formag¢ao da espécie neutra

(cor amarela).
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Figura 39 — Espectro de absor¢do do Purpura de Bromocresol em diferentes valores de
pH.  [Indicador]=0,1 mmol L'; (a) pH= 3,20; (b) pH = 4,70; (c) pH = 5,97; (d) pH =
6,66; (¢) pH = 7,40; (f) pH = 8,70.

Este comportamento da banda em 430 nm do purpura de bromocresol foi
usado para monitorar a quantidade de dacido acético gerado pela enzima
acetilcolinesterase em solu¢@o, pois conforme pode ser observado na figura 40, a
banda de absorcdo a 430 nm apresenta um comportamento linear para uma
variacdo de pH entre 4,50 a 7,50. Assim a presen¢a deste indicador no meio
reacional para um valor de pH ajustado em 7,50 apresenta sensibilidade para
monitorar o acido acético gerado pela reagdo enzimatica em funcdo do tempo. O
acido acético formado na hidrdlise do substrato provoca o deslocamento do
equilibrio descrito na figura 38 no sentido de aumentar a concentragdo do
indicador na forma neutra o que aumenta o valor da absor¢ao em 430 nm (Figura

39).
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Figura 40 — Intensidade de absor¢do do indicador purpura de bromocresol a 430 nm em
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Figura 41 — Absorvincia do purpura de bromocresol a 430 nm em fungdo do tempo de
reagdo enzimatica; Inser¢do A: regido linear da curvas. Condigdes: pH inicial 7,90;
tampdo fosfato Immol L™; pirpura de bromocresol Immol L'; cloreto de acetilcolina

Immol L' ; AChE (1U).
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O ensaio foi realizado em triplicata e a atividade enzimadtica para AChE
presente na solugdo estoque foi de 625,2U = 37,5, determinada de acordo com a

equacio: i
U(/um0]dcido acético /mln) = %2000

ev,

Onde AA4bs corresponde a variacdo da absorvancia a 430 nm por minuto
(coeficiente angular da faixa linear mostrado na figura 41 A); & , absortividade
molar do parpura de bromocresol, V; é o volume de solugdo estoque(ul) e V> € o
volume final na cubeta (uL). O valor obtido foi menor que o relatado pelo
fabricante (705,25U), o que pode ser atribuido ao tempo de estocagem da solugao

estoque, que no momento da avalia¢do da atividade enzimatica era de 8 meses.
5.4 Biossensor potenciométrico

A resposta do biossensor ¢ definida como a variag@o de potencial causada
pela formagdo de acido acético na hidrolise do substrato cloreto de acetilcolina,
catalisada pela enzima AChE imobilizada na superficie do biossensor. Os
parametros que influenciam a resposta do biossensor estdo relacionados com a
atividade catalitica da enzima e sensibilidade do transdutor em detectar o &cido
acético gerado na reacdo enzimatica (Figura 37).

Com a finalidade de verificar a resposta do biossensor em relagdo ao
transdutor, a enzima acetilcolinesterase foi imobilizada conforme procedimento
mostrado na figura 31, sobre a superficie do eletrodo de grafite e do eletrodo de
grafite modificado com poli(4-aminofenol). Estas duas superficies foram usadas
na constru¢do do biossensor por apresentarem melhor resposta em relacdo ao
acido acético na interface eletrodo-solucdo. Os biossensores foram acoplados na

célula eletroquimica (Figura 30) e esta foi usada como detector no sistema em



Resultados e Discussoes 93

fluxo descrito na figura 28. As condigdes experimentais foram: solugdo
transportadora (tampao fosfato 1,0 mmol L'l; KC1 0,1 mol L'l; pH 7.40), vazao
1,5mL min'l, bobina de 35 cm e atividade enzimatica imobilizada de 30U. Foram
injetados 150 pL de solugdo padrdo de cloreto de acetilcolina nas concentragdes
de 0,5 a 100 mmol L' preparadas em solugdo transportadora (tampdo fosfato 1,0
mmol L'l; KCI1 0,1 mol L'l; pH 7,40).

Os biossensores apresentaram um comportamento de resposta em relacdo a
concentragdo do substrato, caracteristico de uma reagdo enzimatica, mostrado nas
figuras 42 e 43. A resposta do biossensor é proporcional a concentragdo do
substrato, para um valor de concentragdo até 10 mmol L', caracterizando que a
reacdo é de primeira ordem com relagdo ao substrato. Valores de concentragdo de
10 mmol L' a 30 mmol L™, a velocidade inicial da reacdo se reduz, e a resposta
do biossensor ndo ¢ mais proporcional a concentra¢do do substrato, caracterizando
que a reagdo ¢ de ordem mista. A partir de 30 mmol L de cloreto de acetilcolina,
a velocidade da reagdo torna-se independente da concentragdo do substrato e a
resposta dos biossensores tende a um valor de potencial constante, caracterizando
uma reacdo de ordem zero com relacdo ao substrato, ¢ a enzima ¢ considerada
“saturada” com seu substrato.

A velocidade de resposta, tempo de restabelecimento da linha base, ¢ a
resposta dos biossensores, grafite/AChE e grafite/poli(4-aminofenol)/AChE foram
comparados para uma concentracio de Smmol L™ do substrato (Tabela 10). A
variacdo de potencial (17,4 mV) observada para o biossensor (grafite/AChE),
nesta concentragdo de substrato foi maior que a resposta (12,4 mV) dada pelo
biossensor (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE), o que corrobora com os resultados

de resposta dada pelos respectivos transdutores, onde o grafite apresentava uma
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maior resposta para o acido acético na interface eletrodo-solug@o. As velocidades
de resposta dos biossensores foram de 1,0 mV.s', diferenciando do
comportamento dos transdutores, onde a velocidade de resposta do eletrodo de
grafite/poli(4-aminofenol) era maior. Esta menor velocidade observada pode ser
dada pela diminui¢do de grupos livres e sensiveis a ions H3;O' presentes na
superficie, ocorrida com o processo de imobilizacio da enzima. O tempo de
restabelecimento da linha base, para o biossensor (grafite/poli(4-
aminofenol)/AChE) foi praticamente 50 % menor, o que ¢é interessante pois a
freqiiéncia de amostragem do método depende deste restabelecimento da linha

base.
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Figura 42 — Resposta do biossensor potenciométrico (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE)

em fungdo da concentragdo do substrato. Condigdes experimentais: Solugcdo de cloreto

de acetilcolina 0,5 a 100 mmol L, preparadas em solugdo transportadora (tampéo

fosfato 1,0 mmol L KCI 0,1 mol L; pH 7,40). Atividade enzimadtica teorica

imobilizada: 30U.
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Figura 43 — Resposta do biossensor potenciométrico (grafite/AChE) em fun¢do da
concentragdo do substrato. Condigdes experimentais: Solugdo de cloreto de acetilcolina
0,5 a 100 mmol L', preparadas em solucdo transportadora (tampdo fosfato 1,0 mmol L' ;

KCI10,1 mol L''; pH 7,40). Atividade enzimdtica tedrica imobilizada: 30U.

Tabela 10 — Figuras de mérito para o biossensor de grafite/AChE e biossensor

Grafite/poli(4-aminofenol)/AChE em fungcdo da concentragdo de cloreto de acetilcolina.

Biossensor
Figuras de Mérito
Grafite Poli(4-AMP)

LR/ mmol L™ 0,5-10 0,5-10
LD/ pmol L™ 160 140
LQ/ mmol L™ 0,5 0,4

*AE /mV 17,4+1,0 124+ 16

*TRL /s 1221+ 12,3 67,0+ 81
Unaidase TS LRI BT [0
*VR/mV s 1,0£0,1 1,0£0,2

LR- faixa linear de resposta; LD- limite de detec¢do; LQ- limite de quantificagdo; TRL- Tempo de
restabelecimento da linha base; VR- Velocidade de resposta; CAC = Cloreto de acetilcolina; AE- diferenca

de potencial. *Concentragao de cloreto de acetilcolina de 5 mmol L™



Resultados e Discussoes 96

Os biossensores apresentaram uma faixa linear de resposta para
concentragdes de cloreto de acetilcolina de 0,5 a 10 mmol L. Nesta faixa de
concentragdo, observa-se uma maior sensibilidade, em relagcdo ao substrato, para o
biossensor (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE), além de limite de detecgcdo e
quantificacdo de 140 pmol L e 400 pmol L™, calculados segundo a ITUPAC, a
partir do desvio padrdo da linha base.

Os parametros cinéticos K" e Vi, foram obtidos a partir do grafico de
duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (Figura 44), construidos com os resultados

da resposta dos biossensores em fun¢do da concentragcdo do substrato (Figuras 42

e 43).
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Figura 44 — Grdfico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk; (A) biossensor
potenciométrico  (grafite/AChE);  (B)biossensor  potenciométrico  (grafite/poli(4-

aminofenol)/AChE).

Nos graficos de duplo-reciproco, o ponto onde a linha intercepta a
ordenada ¢ igual a 1/Vax, € 0 ponto de intersec¢@o na abscissa € igual a -1/Ky,, 0
que foi utilizado para calcular os valores de K¥" e V. para enzima imobilizada
nos biossensores. A enzima imobilizada apenas na superficie de grafite apresentou

K jgual a 5,76 mmol L' e Vi de 34,7 pmol substrato/min, enquanto a
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enzima imobilizada na superficie de grafite com poli(4-aminofenol) apresentou
K* de 10,32 mmol L' ¢ Vinay de 31,2 umol substrato/min. Os valores de K* ¢
Vmax podem ser usados para verificar a especificidade do substrato-enzima, pois
quanto maior o valor K" menor ¢ a interagdo do substrato com a enzima. Nota-se

que a enzima imobilizada possui um valor da constante de Michaelis-Menten
maior nos dois biossensores que a enzima em solugdo, que segundo SHULGA &
KIRCHHOFF (2007) ¢ de 0,051 mmol L, indicando que a interagio substrato-
enzima ¢ menor, pois a enzima encontra-se ligada ao suporte de grafite ou
grafite/poli(4-aminofenol) e ao glutaraldeido usado na imobilizacdo, o que
diminui sua atividade e, portanto um valor de K;, maior. O valor da Vi,
corresponde a velocidade atingida sob condi¢des de saturacdo da enzima em
condi¢des especificas, sendo assim, pode ser usada para estimar atividade
enzimatica no biossensor dada em pmol do substrato consumido por minuto (U-
unidade de atividade). Nota-se que os valores de Vinax que correspondem a 34,7 U
para biossensor (grafite/AChE) e  31,2U para biossensor (grafite/poli(-
aminofenol)/AChE) sdo proximos da atividade tedrica imobilizada, que ¢ de 30U.
O valor da atividade enzimatica no biossensor grafite/poli(4-aminofenol)/AChE ¢
menor, provavelmente devido a ligagdes existentes entre o poli(4-aminofenol) e a

enzima, resultado que corrobora com o valor maior de K., para este biossensor.
5.4.1 Oftimizacdo da resposta do biossensor

A resposta do biossensor (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE) ¢ definida
como a variagdo de potencial causada pela formagdo de acido acético na hidrolise
do substrato cloreto de acetilcolina, catalisada pela enzima AChE imobilizada na

superficie do biossensor. A atividade enzimatica ¢ um dos pardmetros que podem
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afetar a resposta do biossensor. De um modo geral, a atividade catalitica da
enzima depende da interacdo enzima-substrato, que ocorre numa regido bem
definida da enzima. Essa regido na qual o substrato se liga ¢ denominada de centro
ativo (ou sitio ativo) da enzima. O sitio ativo ¢ formado por residuos de
aminoacidos, trazidos proximos uns dos outros pelo dobramento da cadeia
polipeptidica, definida pela estrutura terciaria da enzima (LEHNINGER, 1995;
CONN, 1980). O centro ativo, assim organizado, adquire uma conformacao
espacial que permite a enzima reconhecer seu substrato (Figura 6 e Figura 7).
Assim a seletividade da enzima para um determinado substrato ¢ definida por sua
estrutura primaria (seqiiéncia de aminoacidos) e pela conformacgdo espacial do
centro ativo envolvido, que ¢ governada pela estrutura tridimensional da enzima.
A estrutura tridimensional da enzima depende de condi¢gdes do meio reacional,
pois agentes quimicos ou fisicos como pH e temperatura, podem provocar
mudangas conformacionais na proteina e afetar sua atividade enzimatica, e
conseqiientemente, a resposta do biossensor.

Considerando tal fato, foi avaliado a resposta do biossensor
potenciométrico (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE) em relacdo a diferentes
condigdes experimentais, buscando otimizar sua resposta frente ao acido acético
gerado na hidrdlise do cloreto de acetilcolina. As seguintes condigdes
experimentais foram investigadas: pH e concentragdo de tampao fosfato na
solucdo transportadora, além dos parametros hidrodinamicos, vazdo e volume de
injecao.

Para avaliacdo da resposta do biossensor potenciométrico (10U), em
funcdo do pH do meio reacional, foram preparadas solugdes de cloreto de

acetilcolina (5 mmol L") em pH de 6,00 a 8,00 usando como solvente solucdo
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transportadora com valor de pH em estudo. Os resultados sdo apresentados na
figura 45.

A influencia do pH sobre a catdlise enzimatica pode ser melhor
compreendida lembrando-se que as enzimas sdo moléculas com caracteristicas
anféteras que contém um elevado nimero de grupos acidos e basicos. As cargas
destes grupos variam, de acordo com as suas constantes de acidez e,
conseqiientemente, com o pH do meio. Alguns destes grupos podem fazer parte
do sitio ativo da enzima ou serem importantes para a manutengdo da estrutura
tridimensional da enzima. Assim, as mudancas de pH podem afetar a estrutura

conformacional e, conseqiientemente, influenciar na atividade enzimatica.
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Figura 45 — Resposta do biossensor potenciométrico (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE)
em fungdo do pH do meio reacional. Condicoes experimentais: 150 ul de cloreto de

acetilcolina 5,0 mmol L preparado em solu¢do transportadora contendo 0,10 mol L

KCl e tampao fosfato 1 mmol L no pH em estudo; vazdo: 1,5mL min”.

Cada enzima possui um pH caracteristico no qual a carga total na molécula
¢ zero. Este ¢ o chamado ponto isoelétrico (PI) no qual a solubilidade da enzima

em solucdo aquosa ¢ minima (LEHNINGER, 1995; CONN, 1980). De um modo



Resultados e Discussdes 100

semelhante, o pH da solugdo também vai afetar o substrato, os produtos e os co-
substratos (quando presentes). O aumento da concentracio de H;O" vai,
adicionalmente, aumentar a competi¢do dos fons hidrogénio pelas liga¢des de
qualquer metal presente na enzima reduzindo a concentracdo de metal ligado.
Diminuir a concentragdo de H' pode, por sua vez, aumentar a concentra¢io de ion
hidroxido que compete com os ligantes da enzima pelos cétions di e trivalentes
formando hidréxidos e, em valores de pH elevados acaba por causar a sua
remocdo da enzima, afetando a atividade enzimatica. Por outro lado, quando o
substrato possui grupos protondveis, as variacdes de pH também podem afetar a
distribuicdo de carga do substrato. Assim, uma melhor resposta do biossensor
potenciométrico dependerd, entdo, de como se encontram a enzima € o substrato,
para permitir uma interacao eficiente entre ambos.

Observa-se que a melhor resposta dada pelo biossensor, nas condi¢des
estudadas, foi para um valor de pH 7,40 (Figura 45). Nesta condicdo, a intera¢do
entre a enzima e o substrato ¢ maxima, no entanto para valores de pH menores e
maiores que 7,40 observa-se uma redugdo da resposta potenciométrica,
provavelmente causada pela protonagdo ou desprotonacdo de grupos presentes na
estrutura da enzima ou do sitio ativo, diminuindo sua atividade catalitica.

Outro parametro investigado foi o efeito da concentragdo do tampao
fosfato na solugdo transportadora, mantida em pH 7,40 na resposta do biossensor
potenciométrico e os resultados estdo apresentados na figura 46. A resposta
analitica (AE/mV vs Ag/AgCl) para concentragdes acima de 10 mmol L' decresce
acentuadamente, indicando que a resposta do biossensor foi afetada. Para
concentragdes entre 20 a 100 mmol L' de tampio fosfato, os valores de AE se

mantiveram constantes ¢ proximos de 0,0 mV. Este comportamento pode ser
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explicado pelo aumento da capacidade tamponante do meio, que diminui a
sensibilidade do biossensor para responder as variagdes na quantidade de ions
H;0" originado pela ionizagio do 4cido acético, resultante da hidrolise
enzimatica do cloreto de acetilcolina. Os ions gerados podem ser consumidos

pelo sistema tampao e como conseqiiéncia, a variagdo da resposta sera menor.
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Figura 46 — Resposta do biossensor potenciométrico (grafite/ poli(4-aminofenol)/AChE)
em fun¢do da concentracdo do tampdo fosfato (1,0 a 100 mmol L) na solugdo
transportadora pH 7,40. Condicoes experimentais: 150 ul de cloreto de acetilcolina 1,0
mmol L preparado em 0,10 mol L' de KCI, contendo tampéo fosfato na concentracéo

~ . -]
em estudo; vazdo: 1,5mL min™.

Outro fator que pode explicar a diminui¢do da resposta do biossensor,
observada na figura 46, ¢ a diminui¢do na atividade enzimatica, provocada pelo
aumento da concentra¢do dos ions H,PO, e de HPO4? em solugio (ZOU et dl,
2006). Esses ions podem interagir com grupos que fazem parte do sitio ativo da
enzima ou com grupos que podem afetar sua conformagao e, conseqilientemente,

provocar uma diminuic¢ao da atividade enzimatica.
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A resposta potenciométrica dada pelo biossensor, acoplado a célula
eletroquimica (Figura 30) foi obtida em fluxo, usando sistema FIA descrito na
figura 28. Pardmetros como vazdo e volume da alga de injecdo foram avaliados e

os resultados estdo mostrados na figura 47.
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Figura 47 — Resposta do biossensor potenciométrico (grafite/poli(4-aminofenol)/AChE)
em fungdo da vazdo para diferentes volumes de injegcdo: (¢)100; (m) 150; (A) 200 e (o)
250 L. Condicdes experimentais: 5,0 mmol L de cloreto de acetilcolina preparado em

solucdo transportadora contendo 1,0 mmol L™ de tampao fosfato e 0,10 mol L™ KCI, pH
7,40.

Para vazdes maiores que 1,0 mL min"l, observa-se uma diminui¢do na
resposta do biossensor potenciométrico. Este comportamento pode ser explicado
pela diminui¢do do tempo de interagdo entre enzima e substrato para vazdes
maiores e, portanto menos acido acético ¢ gerado na hidrélise do substrato. Esta
diminui¢do ¢ mais significativa para volumes de inje¢do de 150, 200 e 250 pL, e
menos pronunciada para o volume de 100 pL de cloreto de acetilcolina. Também

¢ observado um aumento na resposta do biossensor, com o aumento do volume



Resultados e Discussdes 103

de inje¢do de cloreto de acetilcolina, devido a maior quantidade deste substrato

frente a atividade enzimatica imobilizada.
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Figura 48 — Tempo de restabelecimento da linha base (TRL) em fun¢do da vazdo para
diferentes volumes de injecdo: (¢)100;, (m) 150, (A) 200 e (o) 250 ulL. Condigdes
experimentais: 5,0 mmol L' de cloreto de acetilcolina preparado em solucdo

transportadora contendo 1,0 mmol L de tampdo fosfato e 0,10 mol L KCI, pH 7,40.

A melhor resposta do biossensor potenciométrico foi obtida para uma

vazdo de 1,0 mL min™

e um volume de cloreto de acetilcolina de 250 uL. No
entanto, para este dois valores o tempo de restabelecimento da linha base foi
maior (Figura 48), o que diminui a freqiiéncia de amostragem. Vazdes maiores

que 1,5 mL min ™

, ndo foram usadas em ensaios posteriores, pois podem provocar
a lixiviagdo da enzima imobilizada. Sendo assim, vazodes de 1,0 e 1,5 mL min’ e

volume de inje¢do de 150uL foram utilizados em ensaios subseqiientes.
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5.5 Caracterizacio eletroquimica dos eletrodos modificados

Medidas eletroquimicas (voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica) dos eletrodos de grafite com poli(4-aminofenol) e do biossensor
potenciométrico (10U) foram realizadas com objetivo de confirmar modificagdes
provocadas pela enzima AChE, quando imobilizada na superficie de
grafite/poli(4-aminofenol).

Voltamogramas ciclicos dos eletrodos foram obtidos em cela de trés
compartimentos contendo K3Fe(CN)gs, K4Fe(CN)s e KNO;, variando-se o
potencial entre -0,10V a +0,50 V a uma velocidade de varredura de 100mV. s

Os voltamogramas ciclicos estdo mostrados na figura 49.
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Figura 49 — Voltametria ciclica em 5,0 mmol L K;Fe(CN)s, 5 mmol L K,Fe(CN)g
contendo 0,1 mol L' KCI, 100 mV s'.(a) grafite/poli(4-aminofenol)/AChE; (b)

grafite/poli(4-aminofenol).

As voltametrias ciclicas para as duas superficies, ndo apresentaram diferengas
significativas nos potenciais de pico (0,3V). No entanto, ¢ observado que a resposta

de corrente no biossensor foi menor que do eletrodo de grafite/poli(4-aminofenol). A
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diferenca foi de aproximadamente 307 nA, devido a presenca da enzima AChE, que
provocou uma menor transferéncia de carga para as espécies eletroativas em solugéo.
Este comportamento de maior resisténcia a transferéncia de carga no
biossensor, também foi observado para os resultados de espectroscopia de
impedancia eletroquimica realizada usando-se o célula de trés compartimentos
(Figura 25 E) contendo K3Fe(CN)g, K4Fe(CN)g e KC1 como eletrdlito suporte. As
medidas para cada eletrodo foram feitas variando-se a faixa de freqiiéncia entre
100 KHz e 0,02 Hz usando um sinal de excitagdo senoidal com uma amplitude de
excitacdo de 10 mV. Os resultados de impedancia sdo representados na forma de

diagrama de Nyquist (Figura 50A) e do grafico de Bode (Figura 50 B).
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Figura 50 — Grdfico de Nyquist(A) e Bode (B) obtidos em 5,0 mmol L K;Fe(CN)y, 5
mmol L' K,Fe(CN)g e 0,1 mol. L KCI, fregiiéncia: 100KHz e 0,02Hz; amplitude 10mV.

(A)grafite/poli(4-aminofenol); (o)grafite/poli(4-aminofenol)/AChE.

Cada ponto do diagrama de Nyquist representa um valor de Z" e Z”’
medidos em freqiiéncia particular. Para as duas superficies (biossensor e
grafite/poli(4-amianofenol)) observa-se um semicirculo em regides de alta
freqliéncia onde a impedancia é dada pela resisténcia da solugdo e da superficie a

transferéncia de carga. Uma relacdo linear em baixas freqiiéncias, também &
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observada, onde a impedancia é dada pela soma das resisténcias da solugdo e de
polarizagdo (Figura 50 A). O semicirculo descreve processos faraddicos de
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a superficie, e a por¢do linear contém
informacdes sobre transporte de ions. Para o biossensor nota-se um semicirculo
mais acentuado, indicando que tanto a Z’(Componentes capacitivos) como
Z’’(componentes resistivos) do sistema foram significativamente mudados. O
mesmo comportamento pode ser visto num grafico de Bode (Figura 50 B), onde
se relaciona o angulo de fase com a frequéncia. No caso deste grafico, valores de
angulo de fase tendendo a 0 ° podem ser associados a componentes resistivos, €
angulos de fase tendendo a 90 © a componentes capacitivos, € a impedancia de
Warburg, a angulos proximos de 45°. Analisando o grafico de Bode de valores a
partir de altas freqliéncias, nota-se uma tendéncia de angulo de fase para 90° entre
10> ¢ 10> Hz, para as duas superficies, no entanto para o biossensor ¢ mais
acentuada, indicando valores de componentes capacitivos maiores. Para regido de
frequéncia entre 10> ¢ 10' Hz observa-se uma tendéncia de angulo de fase para 0 °
no biossensor, indicando componentes resistivos maiores. Para a superficie com o
filme de poli(4-aminofenol) ndo é observada esta tendéncia. Em regides de baixa
frequéncia de 10" a 102 Hz observa-se uma tendéncia do angulo de fase para
45°, maior para a superficie com poli(4-aminofenol), no entanto a impedancia de
Warburg obtida para o biossensor foi maior, o que pode ser atribuido a
contribui¢do de componentes resistivos, que pode ser confirmado pela pequena
tendéncia do angulo de fase a 0 °, observada em freqiiéncias entre 10" a 10> Hz .

A figura 51 representa o circuito equivalente que melhor descreve as
caracteristicas elétricas dos sistemas (biossensor e grafite/poli(4-aminofenol). Esta

simulacdo permite determinar pardmetros pertinentes a cada componente do
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circuito elétrico que refletem as propriedades dielétricas, o transporte de carga e

de massa na interface eletroquimica, cujos resultados estdo descritos na tabela 11.

Q Q:

R,

R2 R3

Figura 51 — Modelo de circuito equivalente usado para simular os espectros de
impeddncia para as superficies de grafite/poli(4-aminofenol) e grafite/poli(4-
aminofenol)/AChE. Q;: capacitdncia da dupla camada elétrica; Q,: capacitincia da
camada de modificagdo: grafite/poli(4-aminofenol) e biossensor de grafite/poli(4-

aminofenol)/AChE; Zy : resisténcia ao transporte de ions da dupla camada elétrica.

Tabela 11 — Pardmetros obtidos do circuito equivalente ajustado ao diagrama de

Nyquist.
Superficie
Parametro
Poli(4-AMP) Poli(4-AMP)/ AChE
R/ Q 32,8 18,66
R/ Q 15,52 81,1
R./kQ 2,66
Qqc /mF 0,2702 0,2695
Qom/mF 3,66
W/ x 107 0,5799 6,80
n e 0,54
x> (x107) 1,04 0,778

Ry~ resisténcia da solucdo ; Ry~ resisténcia a transferéncia de carga; R, — resisténcia da camada de
modificagdo ( poli(4-AMP) com e sem AChE); Qq.- capacitancia da dupla camada elétrica;Q,,- capacitancia
da camada de modificagdo (poli(4-AMP)/AChE); W- Resisténcia ao transporte de ions da dupla camada

elétrica; y*- pardmetro estatistico de simulagdo.
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No circuito equivalente, observa-se a preseng¢a de capacitancia da dupla
camada (Q;) e outra capacitincia que pode ser relacionada a camada de
modifica¢do poli(4-AMP)/AChE (Q»), além de resisténcias associadas a solucio
(Ry), a transferéncia de carga da dupla camada elétrica (R;), aquela referente a
transferéncia de carga entre o grafite e a camada de modificagdo poli(4-
AMP)/AChHE (R3) e resisténcia ao transporte de fons da dupla camada elétrica
(Zy).

Os resultados da simulagdo (Tabela 11) mostram dois valores de resisténcia
para o biossensor (resisténcia a transferéncia de carga da dupla camada elétrica,
R¢, € a outra resisténcia que pode ser atribuida a transferéncia de carga entre o
grafite e a camada de modificacdo poli(4-AMP)/AChE, R¢,. O eletrodo de grafite
modificado apenas com o filme de poli(4-aminofenol) apresenta apenas a
resisténcia a transferéncia de carga da dupla camada elétrica, com valor menor em
relagdo aquela observada nos dados de simulag@o para o biossensor. O sistema
eletroquimico contendo o biossensor apresentou resisténcia a transferéncia de
carga maior que a do sistema contendo apenas o filme, o que confirma o
comportamento de corrente menor observado para o biossensor, nos
voltamogramas ciclicos, mostrados na figura 49. Os resultados de impedancia e
de voltametria ciclica subsidiam afirmar que a superficie de grafite contendo o

filme de poli(4-aminofenol) foi modificada com a imobilizacdo da enzima AChE.

5.6  Analises de microscopia de for¢a atomica

A morfologia dos eletrodos modificados com poli(4-aminofenol) e poli(4-
aminofenol)/AChE foi investigada através de imagens de microscopia de forca
atomica-MFA (Figura 52). Os resultados mostram a formacdo de estruturas

globulares vizinhas no eletrodo de grafite/poli(4-aminofenol) (Figura 52 A).
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A superficie do eletrodo de grafite/poli(4-aminofenol) com a enzima
imobilizada (Figura 52 B) mostra um preenchimento dos espagos vizinhos das
estruturas globulares anteriormente observadas para o eletrodo recoberto apenas
com poli(4-aminofenol), mudando completamente a morfologia da superficie. O
eletrodo de grafite modificado com poli(4-aminofenol) apresenta maior nimero de
globulos com estrutura definida, em relagdo a superficie do eletrodo de
grafite/poli(4-aminofenol) com a enzima AChE imobilizada. Valores de
rugosidade para as duas superficies foram determinados seguindo procedimento
proposto por LOBO et al., 1999. O valor de rugosidade para o eletrodo de grafite
modificado com poli(4-aminofenol), em escala de 2um, foi de 174 nm. Este valor
foi maior que para o eletrodo de grafite/poli(4-aminofenol) modificado com
AChE, cujo valor para a mesma escala foi de 86 nm. Esta diferenca nos valores
de rugosidade e na topografia observada na figura 52 A e figura 52 B, reforcam a

ocorréncia de imobilizacdo da enzima AChE no biossensor.

Figura 52 — Imagens de MFA para eletrodos modificados. (A)grafite/poli(4-aminofenol);

(B) grafite/poli(4-aminofenol)/AChE.

5.7  Avaliacio da inibicdo da enzima AChE pelo Diclorvos

Considerando os resultados obtidos com o biossensor potenciométrico

grafite/poli(4-aminofenol)/AChE, observou-se que o mesmo apresenta
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caracteristicas promissoras para ser usado na determinacdo de inibidores da
enzima AChE. Esta avaliacdo foi realizada empregando-se o diclorvés como
pesticida organofosforado. A resposta analitica associada com a concentragido do
diclorvos ¢ baseada na inibi¢do da enzima AChE imobilizada na superficie do
biossensor. A porcentagem de inibi¢do ¢ avaliada pela diminui¢do na variagao de
potencial causada pela formacao de 4cido acético na hidrolise do substrato cloreto
de acetilcolina, catalisada pela AChE apods introdu¢do de uma concentragdo
conhecida de solugdo de diclorvos. A porcentagem de inibi¢cdo da enzima AChE

foi obtida de acordo com a expressio:

AEI _AEz

1(%) = .100%

1

Onde /(%) € o grau de inibicdo, AE; € a diferenca de potencial produzida antes da
inibi¢cdo e AE, ¢ a diferenca de potencial estabelecida apds a inibigéo.

Resultados iniciais de inibicdo e regeneragdo, mostrados na figura 53,
foram obtidos usando o biossensor proposto acoplado no sistema de fluxo
continuo (Figura 28), usando uma atividade enzimadtica imobilizada de 10U. A
etapa de regeneracdo da resposta do biossensor foi realizada pela introducdo de
150 pL de 1,1°- Trimetileno- bis(brometo de 4-formilpiridina) dioxima (TMB-4),
0,5 mmol L. Solugdes padrdes de diclérvos nas concentragdes de 0,01umol L',
1pmol L e 100 pmol L™ foram injetadas e a inibigio foi avaliada com tempo de

incubacdo de 3 minutos (Figura 53: B, C, D).
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Figura 53 — Efeito da inibicdo da AChE pelo Diclorvos e posterior reativa¢do da enzima
com TMB-4. (4), cloreto de acetilcolina 5,0 mmol L'; (B), (C), (D) diclorvés 0,01 umol
L, 1,0 umol L, 100 umol L™, respectivamente; (E),(F), (H) e (K) reativacéo da enzima
imobilizada com TMB-4 0,5mmol L. (G),(I) e (J) diclorvés 100 umol L com tempo de
incubacdo crescente. Solucdo Transportadora: KCI 0,1 mol.L” e Tampdo fosfato 1,0
mmol. L, pH = 7,40.; Vazdo= 1,5 mL min’. Alca de amostragem 150 uL. Atividade

enzimadtica imobilizada 10 U.

Para uma atividade enzimatica imobilizada de 10U e tempo de incubacdo
de 3 minutos, a solu¢do de diclorvos, 0,01pmol L™ ndo apresentou inibicdo da
resposta, enquanto a solugio de diclérvos 1,0 umol L™ apresentou inibigio de 4%.
Uma porcentagem de inibicdo mais significativa, 25,4%, foi obtida para solucio
de diclorvés de 100 umol L. Para uma concentragio de diclorvos de 100 umol L°
! foi avaliado a %inibi¢do para tempos de incubagdo de 7 e 12 minutos (Figura 53:

G, [, J). Para um tempo de incubacio de 7 minutos a inibi¢do foi de 51,5% e para

12 minutos de incubagdo foi de 66,5%. Estes resultados mostram que a
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porcentagem de inibi¢do ¢ dependente da concentragdo e do tempo de incubacio
do diclorvos. A regeneragdo da enzima € rdpida, utilizando solugdo de TMB-4,
0,5 mmol L', sem parada de fluxo (Figura 53 E). No entanto, a regeneragio no
foi completa, apresentando uma recuperacdo de 87,7%. Uma recuperagdo da
atividade enzimatica de 100% foi obtida com a mesma concentragdo de TMB-4,
para um tempo de incubagdo 5 minutos, (Figura 53 F).

Os resultados da figura 53 mostram que um aumento na concentracao € no
tempo de incubagdo do diclérvds provoca um aumento na resposta de inibi¢do. No
entanto, a relacdo resposta (% inibi¢do) vs. concentracdo do analito (diclorvods)
precisa ser otimizada, preferencialmente para uma inibi¢do sem parada de fluxo.
Provavelmente para uma concentragdo de diclorvos de 0,01 pmol L' pode ter
ocorrido inibi¢do da enzima. No entanto, ndo foi possivel observa-la para uma
relagdo de atividade enzimatica de 10U e 5,0 mmol L' de substrato usada no
ensaio. Essa atividade enzimatica (10U), segundo resultados apresentados na
figura 41, necessita de uma concentragdo de substrato superior a 10 mmol L™,
para saturar todos os sitios ativos da enzima na hidrélise do substrato. Como
foram utilizados 5 mmol L™, provavelmente apenas 50% dos sitios ativos foram
usados e, portanto a resposta obtida apds incubag@o com o pesticida foi a mesma,
pois podem existir sitios ativos suficientes, apds incubagdo, para hidrolisar todo o
cloreto de acetilcolina na concentragio de 5 mmol L. Pelo mesmo motivo, a
resposta de inibi¢do para as demais concentracdes de diclorvos, também poderia
ser maior se esta relacdo (atividade enzimatica vs. concentragdo substrato) fosse
otimizada.

Com objetivo de melhorar o limite de deteccdo, limite de quantificacio e

freqiiéncia de amostragem (sem parada de fluxo), para o método proposto, foram
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realizados ensaios com o biossensor, com atividade enzimatica de 10U acoplado
no sistema de fluxo continuo, e a resposta potenciométrica antes e depois da
inibi¢do foi obtida utilizando solugdo de cloreto de acetilcolina de 20,0 mmol L™
preparada em tampdo fosfato 1 mmol L™ contendo KC1 0,1 mol L™ e pH igual a
7,40. Para esta atividade enzimatica (10U) a concentracdo de substrato, 20 mmol
L' ¢ suficiente para saturar todos os sitios ativos da enzima. Solucdes padrdes de

diclorvos (150 pL) foram injetadas sem parada de fluxo.
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Figura 54 — Inibicdo da resposta potenciométrica em funcdo da concentragdo de
Diclorvos, sem parada de fluxo. (A), resposta potenciométrica na presenga de 20 mmol
L' de substrato; (B), (C),(D),(E), (F) e (G), injecéo de diclorvés, 10, 20, 40, 50, 70 e
100 pmol L respectivamente; (H) reativacdo da enzima com TMB-4 0,5 mmol L;
Condicdes experimentais: Solucdo transportadora: KCI 0,1 mol.L" e tampdo fosfato
1,0 mmol L7, pH = 7,40.; Vazao= 1,0 mL min’. Alca de amostragem 150 ulL. Atividade

da enzima imobilizada: 10 U.
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Os resultados de porcentagem de inibi¢do da resposta potenciométrica em
funcdo da concentragdo do diclorvos estdo apresentados na figura 54. A curva
analitica obtida apresenta relagcdo linear entre a % inibi¢do e concentracdo de
diclorvés na faixa de 10 a 100 pmol L™ e segue a equagdo %I = 0,46 [diclorvos] +
1,16 com coeficiente de correlacdo de 0,998.

Como a resposta analitica associada com a concentracdo de diclorvos ¢ dada
por uma diminui¢do na variacdo de potencial causada pela inibi¢do da atividade
enzimatica imobilizada, entdo a resposta do branco pode ser a variagdo da resposta
potenciométrica do cloreto de acetilcolina antes da inibi¢do. O valor do desvio
padrdo da resposta correspondente a dez injecdes de cloreto de acetilcolina 20
mmol L', sem inibicdo, foi usado para determinar o limite de deteccdo e
quantificagdo. Trés vezes este valor em relagdo a sensibilidade do método foi
usado para calcular o limite de detec¢@o para o diclorvos. O célculo do limite de
quantificagdo, foi realizado usando dez vezes o valor do desvio padrio da
resposta do branco em relagdo a senbilidade do método.

O limite de detec¢do e o limite de quantificagio foram de 0,8 pmol L™
(0,18 mg L") e 2,4 pmol L™ (0,53 mg L™), respectivamente. Estes valores sdo
bastante satisfatorios, ressaltando que o método proposto ¢ sem parada de fluxo
(tempo de incubagdo igual a zero) quando comparados com outros métodos que
usam biossensor potenciométrico a base de AChE, descritos na literatura. Por
exemplo, VALDES-RAMIREZ et al. (2008), desenvolveram biossensor
amperométrico, baseado na inibi¢do de AChE, para determinagdo de diclorvos em
amostras de mag¢a. O método proposto apresentou limite de deteccdo de 0,6 umol
L', com 10 minutos de incubacdo. IVNITSKII & RISHPON (1994)

desenvolveram biossensor com detec¢do potenciométrica de diclorvos em fluxo e
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em sistema estacionario e obtiveram limites de detecgio de 1,0 pmol L para o
modo de fluxo e 0,2 pmol L™ para modo estacionario ambos com 10 minutos de
incubag¢do. ANDREESCU et al. (2002) desenvolveram biossensor amperométrico
imobilizando AChE por encapsulamento sol-gel e imobiliza¢do por afinidade
metal-quelante em eletrodo impresso. O biossensor apresentou limite de detec¢do
de 0,001 pmol L para diclorvés e outros organofosforados estudados, para um

tempo de incubac¢do de 20 minutos.
5.8 Avalia¢io do tempo de vida do biossensor potenciométrico

O tempo de vida do biossensor grafite/poli(4-AMP)/AChE foi avaliado para
uma atividade enzimatica de 10U, durante um periodo de quarenta dias, injetando
em triplicata solu¢do de cloreto de acetilcolina 20 mmol L™, ¢ a resposta do
potencial da célula foi observada. Entre uma avaliagdo e outra, o eletrodo foi
armazenado no estado seco, no freezer (-12° C) até a proxima avaliagao.

A figura 55 mostra os resultados de resposta relativa do biossensor em funcao
do tempo de armazenamento em dias. Apos 23 dias de armazenamento do
biossensor observa-se uma diminui¢do de 29,5% na resposta relativa e apos 40
dias de avaliagdo uma diminui¢do de 56,5 % da resposta. Esta diminui¢do na
resposta do biossensor pode ser atribuida a baixa atividade enzimatica imobilizada

em relagdo a concentragdo de cloreto de acetilcolina 20 mmol L™
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Figura 55 — Efeito do tempo de estocagem na resposta potenciométrica do biossensor
grafite/poli(4-aminofenol)/AChE. Condigbes experimentais: Solu¢do Transportadora:
KCl 0,1 mol L' e T ampdo fosfato 1,0 mmol L pH = 7,40.; Vazdo= 1,0 mL min. Alca
de amostragem 150 uL. Atividade enzimdtica imobilizada 10U, solugdo de cloreto de

acetilcolina 20 mmol L.

5.9 Confirmacao do Diclorvos no CG-MS

Para verificacdo da especificidade do padrdo usado e confirmagdo do analito
presente na amostra fortificada, o diclorvos foi monitorado através de
comparagdes dos resultados obtidos com a técnica de cromatografia gasosa e
deteccdo espectrométrica de massa. Foram monitorados de forma seletiva os ions
da molécula de diclorvos no modo SIM (“Single ion monitoring”) em solugdo
padrio de diclorvés (100 pmol L) e solugdo obtida da extracio de amostra

fortificada com este nivel de concentragao.
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O diclorvos quando injetado em cromatografo com espectrometro de massa,
sofre um bombardeamento de elétrons na camara de ionizagao sob alto vacuo com
formacdo dos principais ions moleculares que apresentam relacdo m/z de 109,
185 e 220, mostrados na figura 56B, com um tempo de retencdo de 14,7 minutos
verificado pelo cromatograma mostrado na figura 56A. Desta forma com o
monitoramento destes fons foi possivel verificar que nenhum produto de
degradacdo do diclorvos com o solvente, ou na amostra fortificada, viesse a
interferir na resposta analitica, confirmando assim a especificidade do padrio

usado.
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Figura 56 — Cromatograma (A), espectro dos ions moleculares (B) do Diclorvis no

modo SIM(“‘Single ion monitoring”).

5.10 Avaliacido da exatidio, precisdo e comparac¢ao de métodos

Exatiddo do método € definida como sendo a concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro.
A exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa

combinagdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos (tendéncia). A
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determinagdo da tendéncia total com relagdo aos valores de referéncia apropriados
¢ importante no estabelecimento da rastreabilidade do método. A tendéncia pode
ser expressa como recuperagdo analitica (valor observado / valor esperado) e deve
ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel. Os processos normalmente
utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo, entre outros: uso de materiais
de referéncia, participagdo em comparacdes interlaboratoriais e realizacdo de
ensaios de recuperagido (INMETRO-DOQ-CGCRE-008, 2003).

Ensaios de fortificagdo/recuperagdo foram realizados para detec¢do de
pesticida diclorvos em amostras de batata (Solanum tuberosum, L.) da variedade
cupido. As amostras foram fortificadas com solu¢@o de diclorvds em trés niveis de
concentragdo, 10, 50 e 80 umol L no extrato obtido. As recuperagdes foram
avaliadas usando procedimento de extragao liquido-liquido (Figura 32).

Os valores de recuperacdo obtidos foram expressos em porcentagem das
recuperagdes em relagdo a quantidade do diclorvds adicionado no procedimento
de fortificacdo, considerada como 100% (Tabelas 12 e 13). Os percentuais de
recuperagdo foram calculados de acordo com a equacgao:

Yrecuperagdo = ﬂ 100%
1

Onde C; é a concentragdo adicionada, C, é concentragdo do diclorvoés
encontrada no ensaio de recuperac¢do, C, € concentracdo da espécie analitica
existente na amostra sem fortificagdo.

Para verificar a exatiddo do método proposto, utilizou-se de um modelo
estatistico baseado em hipdtese, submetendo os resultados das recuperagdes
obtidas ao teste ¢ de Student, que permite comparagdes entre séries simples, para

um determinado intervalo de confiangca da média. Desta forma foi possivel avaliar
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os resultados quanto a exatiddo do método estabelecendo-se como hipdtese nula
ou erro zero como Hp: Recuperacdo = 100% e como hipotese alternativa Hj:
Recuperacio # 100%. A equacdo utilizada para verificacdo da hipdtese ¢ mostrada

a seguir:

| Rec.M -100% |

calculado —
s/An—1

4

Onde, RecM ¢ o percentual médio das recuperagdes, 100% € o percentual da
recuperagdo desejada, s € o desvio padrdo de n, e n € o numero de replicatas.

Assim se tealculado fOr menor que tipelado, aceita-se a hipdtese de evidéncia
que ndo existem diferencas sistematicas entre o valor médio da recuperagdo e o
valor padrdo (100%), significando que ndo foram encontrados erros sistematicos
no método analitico proposto, demonstrando que o método possui a exatiddo de

acordo com um determinado intervalo de confianga.

Tabela 12 — Recuperagdes para extratos de amostras de batata fortificadas com
Diclorvos em trés niveis de concentragdo obtidas com método proposto (biossensor

grafite/poli(4-AMP)/AChE).

NF/umol L Inibicio/% Rec/% ReecM/% s IC b cvve  CVGI%

Calculado

7,9 61,4
10 81 66,7 69,1 92 79 5518 133
85 79,2
18,1 69,2
50 17.9 68.1 683 08 1,3 55861 1,1 6.4
17,8 67,7
26,6 73,2
80 25.5 69.2 696 34 57 12,645 48
24,7 66,5

NF-Nivel de fortificagdo; Rec.-Recuperagdo (%); RecM-Recuperacdo média; s-desvio padrao; CV-desvio
padro relativo(%); IC-intervalo de confianga da média; CVG-coeficiente de variagdo global nos trés niveis

de fortificagdo.
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Os resultados para teajculado (Tabela 12) mostram que todos os valores estdo
acima do valor tupenado (4,303) para um intervalo de confianga de 95%. Assim
pode-se afirmar que existem diferencas significativas entre as recuperagdes
obtidas e o valor esperado de 100% de recuperagdo, considerando-se que o
método ndo foi suficientemente exato nas recuperagdes obtidas nos niveis de
concentracdo de diclorvos avaliados. As diferengas observadas ou erro cometido
pelo método podem ser atribuidos a perda de analito inerente ao procedimento de
extracdo liquido-liquido. Um efeito matriz também pode ter ocorrido, alterando a
interacdo do diclérvds com a enzima imobilizada, pois a porcentagem de inibi¢ao
dada por uma solugdo padrio de diclérvos na concentragdo de 80 umol L™ &
37,49% + 3,2% maior que a porcentagem de inibi¢do obtida na amostra fortificada
com este nivel de concentracdo (25,6% =+ 2,4%).

Os resultados para teyeuado (Tabela 13) referente aos métodos
cromatograficos, CG-DCE e CG-MS também estdo acima do valor tipejado (4,303)
para um intervalo de confianca de 95%, exceto para o resultados de fortificagao
considerando o nivel de concentracdo de 50 pmol L' obtido com CG-MS que
apresentou valor de teculado MENOT qUE O tiapelado- ASSim estes métodos, para
maioria dos niveis de concentragdo avaliados, também ndo se mostraram
suficientemente exatos nas recuperacdes obtidas. As diferengas observadas ou
erro cometido pelos métodos podem ser atribuidos a perda de analito inerente ao
procedimento de extragdo liquido-liquido.

Precisdo ¢ um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condicdes definidas. E normalmente determinada para

circunstancias especificas de medicdo e as formas mais comuns de expressa-la
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sdo por meio do desvio padrdo ou desvio padrido relativo. A precisdo ¢ geralmente
dependente da concentrag¢@o do analito e, deste modo, deve ser determinada para
um diferente niimero de concentragdes. Neste caso o desvio padrio relativo pode
ser mais util, pois foi normalizado com base na concentracdo e deste modo ele é
praticamente constante ao longo da faixa de interesse (INMETRO-DOQ-CGCRE-
008, 2003).

Para verificacdo da variabilidade (precisdo) dos resultados obtidos com o
método proposto, a tabela 12 mostra a variagdo dos resultados da média de trés
recuperagdes obtidas nos trés niveis de concentracdo para o diclorvos. O
percentual de recuperagdo em relagdo ao adicionado, o desvio padrdo, os
coeficientes de variagdo (CV/%) para cada nivel de concentracdo, bem como a
média dos coeficientes de variacdo dos trés niveis, definida como coeficiente de
variagdo global (CVG/%) também sido mostrados na tabela 12.

Os resultados para o desvio padrdo relativo (CV/%) das recuperagdes em
cada nivel de concentragio avaliado, bem como do coeficiente de variagdo global
(CVG/%), validam a precisdo do método proposto, pois estdo dentro dos limites
recomendados pela literatura, abaixo de 20% para o CV/% e menos que 15% para
0 CVG/% (THIER & ZEUMER, 1987; VAN ZOONEN, 1996; EC, 2000; GARP,
2001).

A comparagdo dos resultados obtidos utilizando o método proposto com os
resultados de um método de referéncia proporciona a avaliagdo do grau de
proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio, ou seja, avalia a
exatiddo e precisdo do método proposto relativamente ao de referéncia
(INMETRO-DOQ-CGCRE-008, 2003). Assim resultados de adig¢do/recuperacdo

usando o biossensor potenciométrico grafite/poli(4-AMP)/AChE) foram
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comparados com resultados de adi¢do/recuperagdo obtidos por cromatografia
gasosa com detetor de captura de elétrons e cromatografia gasosa com detetor de

espectrometria de massa (Tabela 13).

Tabela 13 — Recuperacdes para amostras de batata fortificadas com Diclorvis em trés

niveis de concentragdo obtidas com método proposto, CG-DCE e CG-MS.

Maodo iy s ie G D T Do
100 641 3 92  £78 143 9918 1,135 2,798

Biossensor 500 684 3 08 +13 L1 5861 456 43.89
80,0 696 3 34 57 48 1264 5,55 2163
10,0 790 5 98 134 124 42857

CG-DCE 500 653 6 54 +74 83 14368
80,0 67,3 6 49 166 72 14922
100 1144 6 55 +76 48 8544

CG-MS 500 11,2 4 53  +73 4,7 3060602

80,0 8295 6 50 +69 60 7.6250

NF-Nivel de fortificagdo; Rec.-Recuperagdo (%); RecM-Recuperagdo média; s-desvio padrio; CV-desvio

padrio relativo(%); IC-intervalo de confianga da média; CVG-coeficiente de variagdo global nos trés niveis
de fortificagdo; F(g/pcE)calculado — Pardmetro da distribuicdo de F observado comparando método proposto e

CG-DCE; Fgms)caleulado — pardmetro da distribuig¢do de F observado comparando método proposto e CG-MS;

Quando se pretende avaliar se dois métodos (A e B) tem diferencas
significativas entre si, em termos de precisdo, pode-se recorrer ao teste F. Este
teste baseia-se no calculo da razdo entre as varidncias dos dois métodos
(FcalculadOZSAz/SBZ), colocando-se a maior variancia no numerador, de modo que a
razao seja maior ou igual a um. Em seguida, compara-se este valor obtido com o
valor tabelado de F. Se Fiicuado < Fiabelado, 05 dois métodos ndo apresentam
diferengas significativas entre si, relativamente as suas precisdes (INMETRO-
DOQ-CGCRE-008, 2003). Os resultados do pardmetro referente ao teste F obtidos
comparando resultados de recuperagdo entre o método proposto (Biossensor

potenciométrico  grafite/poli(4-AMP)/AChE) com CG-DCE e CG-MS
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(Tabela 13), mostram que para os niveis de concentragio de 10umol L' e
80umol L ndo existem diferencas significativas na precisdo entre o método
usando o biossensor potenciométrico e o método CG-DCE, pois os valores de
Fealculado foram menores que o valor de Fiapelado(0,05:2;2) (9,28). Também para estes
dois niveis de concentracdo, comparando o método usando o biossensor
potenciométrico com o método CG-MS ndo existe diferenga significativa entre
estes dois métodos, relativamente as suas precisdes, pois os resultados de Feaicutado
foram menores que o valor de Fipelado( 0,0s; 2:2) (9,28). No entanto para o nivel de
concentragdo de 50 pmol L'l, observa-se que o valor de Fecudo apresenta-se
maior que 0 Fiapelado( 0,05; 222) (9,28), quando comparamos o método proposto, com
os dois outros métodos, CG-DCE e CG-MS. O resultado de aplicagdo do teste F
para este nivel de concentragdo permite afirmar que existe diferenca significativa
entre 0 método usando o biossensor e os dois outros métodos (CG-DCE e CG-
MS), com relag@o a precisdo. Comparando o valor do desvio padrio relativo do
método proposto (1,1%; n=3), com os demais métodos, CG-DCE (8,7%; n=3) e
CG-MS (4,7%; n=3), observa-se que o desvio padrdo relativo para o método
usando o biossensor potenciométrico grafite/poli(4-AMP)/AChE ¢ menor
apresentando assim uma precisdo melhor para este nivel de concentragdo

(50 umol L) em relagio aos métodos CG-DCE e CG-MS.
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6 Conclusodes

Estudos realizados com eletrodo de grafite e grafite modificado com
filmes de poli(2-AMP), poli(3-AMP) e poli(4-AMP) mostraram que estes
eletrodos podem ser usados como suporte para imobilizagdo de biocomponentes
e, conseqiientemente, na constru¢do de biossensores. O eletrodo de grafite
modificado com poli(4-AMP) apresentou caracteristicas analiticas em relacdo a
concentracdo de acido acético, avaliada em fluxo, tais como, sensibilidade,
velocidade de resposta, limites de deteccdo e quantificagdo, compardveis ao
eletrodo de grafite e superiores aos eletrodos de grafite modificados com poli(2-
AMP) e poli(3-AMP). Esta capacidade de transducdo, juntamente com
biocompatibilidade oferecida pela superficie modificada com poli(4-AMP)
favoreceram a imobilizacdo da enzima AChE, viabilizando a constru¢do do
biossensor potenciométrico, usado como proposta de detec¢do em fluxo de
residuos de agrotdxicos, inibidores desta enzima, em alimentos de origem vegetal.

Medidas de voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia
eletroquimica e imagens de MFA dos eletrodos de grafite com poli(4-AMP) e do
biossensor (grafite/poli(4-AMP)/AChE) confirmam as modifica¢cdes provocadas
pela imobilizagdo da enzima AChE. Os resultados de voltametria e impedancia
mostram que o sistema eletroquimico contendo o biossensor apresentou uma
resisténcia total maior que a do sistema contendo apenas o filme. Os resultados de
MFA mostram a formagdo de estruturas globulares vizinhas no eletrodo de
grafite/poli(4-aminofenol). Para a superficie do biossensor grafite/poli(4-
aminofenol) observa-se um preenchimento dos espagos vizinhos das estruturas
globulares anteriormente observadas para o eletrodo recoberto apenas com

poli(4-aminofenol). O valor de rugosidade para o eletrodo de grafite modificado
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com poli(4-aminofenol), em escala de 2 um, foi de 174 nm. Este valor foi maior
que para o eletrodo de grafite/poli(4-aminofenol) modificado com AChE (86 nm).
Estas diferengas nos valores de rugosidade e na topografia observada reforcam a
ocorréncia de imobiliza¢do da enzima AChE no biossensor.

O maximo de resposta para o biossensor (grafite/poli(4-AMP)/AChE), em
relacdo a concentragdo do substrato cloreto de acetilcolina, foi obtida usando uma
solugdo transportadora contendo Immol L™ de tampdo fosfato, KCI 0,1 mol L™ ¢
pH 7,40. A vazdo do transportador de 1,0 mL min™' e volume de inje¢do de 150
uL, também proporcionaram uma resposta maxima.

A relagdo atividade da enzima imobilizada (10U) para uma concentragdo
de cloreto de acetilcolina de 20 mmol L™, proporcionou porcentagem de inibigdo
maxima, obtida sem parada de fluxo, usando diclorvés como inibidor da enzima
AChE. Esta relagdo atividade enzimatica e concentragdo de substrato, aliada a
condigdes experimentais otimizadas, proporcionaram o desenvolvimento de um
método de andlise que apresentou limites de deteccdo e de quantificacdo, para
diclorvés de 0,8 umol L' (0,18 mg L") e 24 umol L' (0,53 mg L™,
respectivamente.

Recuperagdes em amostra de batata (Solanum tuberosum, L.) fortificada
com solucdo de diclorvds em trés niveis de concentragdo mostraram para um
intervalo de confianga de 95%, que o método usando analise por injecdo em fluxo
acoplado com biossensor potenciométrico grafite/poli(4-AMP)/AChE nao foi
suficientemente exato, no entanto apresentou valores de porcentagem de
recuperacdo proximos aos obtidos com CG-DCE e CG-MS. Resultados de desvio
padrio relativo e desvio padrdo relativo global, validam a precisdo do método

proposto. Este parametro de validagdo (precisdo) foi comparavel a precisdo do
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método de cromatografia gasosa com deteccdo por captura de elétrons e
cromatografia gasosa por deteccdo espectrométrica de massa.

O método CG-MS também foi usado para verificar a especificidade do
padrao usado e confirmar a presenca do analito na amostra fortificada. O
monitoramento dos ions moleculares com m/z de 109, 185 e 220 permitiu
verificar que ndo ocorreu a degradagdo do diclorvos com o solvente, confirmando
assim a especificidade do padrdo usado e sua presenga na amostra fortificada.

Os resultados obtidos neste trabalho, mostraram que o eletrodo de
grafite/poli(4-AMP) apresentou biocompatibilidade para imobilizacdo de AChE e
consideravel capacidade de transdugdo, proporcionando o desenvolvimento do
biossensor potenciométrico usado como sistema de deteccdo em fluxo para
determinagdo de residuos de agrotoxicos inibidores da AChE em amostras de

alimentos de origem vegetal.
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7 Propostas de continuidade do trabalho

Desenvolver metodologia de extragcdo/pré-concentracdo usando materiais
lignocelulosicos, por exemplo, a Moringa oleifera, como material sorvente em
coluna pré-concentradora e o biossensor potenciométrico desenvolvido, como
proposta para quantificagdo da espécie analitica.

Aplicar o0 método desenvolvido (biossensor potenciométrico) em amostras de
alimentos dando énfase a alguns que sdo consumidos diariamente pela
populacdo, como exemplo, alface e outras hortaligas, obtidas de feiras livres,
supermercados e de comércios atacadistas.

Adaptar a célula desenvolvida para analise por injecdo em fluxo com detecg¢ao
amperométrica, usando como eletrodo de trabalho o grafite modificado com
filmes poliméricos no desenvolvimento de biossesores. Inserir na geometria de
célula desenvolvida, eletrodo auxilar de platina, a fim de obter célula
eletroquimica como proposta de detec¢do amperométrica acoplada a andlise
por injecdo em fluxo, para ser aplicada para:

e Determinagcdo de derivados de fenol usando como eletrodo de
trabalho biossensor a base de peroxidase imobilizada em eletrodos
de grafite recorberto com filme de acido 2-hidroxifenilacético.

e Determinagdo de metais, por exemplo, mercirio em amostras de
agua e efluentes.

Acoplar o sistema de deteccdo potenciométrica, sensor de grafite/poli(4-
aminofenol) a cromatografia liquida de alta eficiéncia visando a determinag@o
de 4cidos organicos (&cido acético, acido citrico, acido ascdrbico) em amostras

de bebidas, tais como sucos industrializados, vinhos e conservas.
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