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PRIMENA OKSIDACIJE ORGANO-TIOFOSFATNIH PESTICIDA U
METODAMA ZA NJIHOVU DETEKCIJU NA BAZI INHIBICIJE
ACETILHOLINESTERAZE

Ispitana je inhibicija slobodne acetilholinesteraze (AChE) odabranim organo-
tiofosfatima (OP) (diazinon, malation, hlorpirifos, azinfos-metil, forat) i njihovim okso-
analozima (diazokson, malaokson, hlorpirifos-okson, azinfos-metil-okson, forat-okson), pri
¢emu su optimizovani uslovi za detekciju najnize koncentracije tih jedinjenja primenom
ACHhE testa. Odredene su ICs, vrednosti za sva navedena jedinjenja.

U cilju povecanja osetljivosti AChE testa, ispitivani organo-tiofosfati prevedeni su u
okso-analoge u prisustvu enzima mijeloperoksidaze (MPO). To je potvrdeno pomocu
UPLC i GC/MS analize. Nastali oksidacioni proizvodi stabilni su najmanje 1h. Maksimalne
koncentracije oksona dobijaju se kada se organo-tiofosfati inkubiraju sa 100 nM MPO u
prisustvu H,O, koncentracije 50 uM, pri pH 6, na temperaturi 25 °C u toku 10 minuta.
Oksidacija OP u prisustvu MPO pod navedenim uslovima primenjena je u modifikaciji
metode za detekciju OP na bazi inhibicije AChE. Odredena je granica detekcije
modifikovane metode, kao 1 efikasnost oksidacije i njena primena na smesu OP.

Gore navedeni organo-tiofosfati prevedeni su u odgovaraju¢e oksone i1 pomocu
elektrohemijski generisanih halogena. Proizvodi koji nastaju identifikovani su kao oksoni
pomocu UPLC analize. Utvrdeno je da je najefikasnija oksidacija elektrogenerisanim
bromom u toku 15 minuta. Odredena je i granica detekcije AChE testa za odredivanje OP
kada su OP oksidovani elektrohemijski generisanim bromom.

Uporedeni su efekti enzimske i elektrohemijske oksidacije OP na osetljivost AChE
testa za detekciju OP. Rezultati su pokazali da su granice detekcije za jedan red veliCine
nize kada se oksidacija odvija u prisustvu elektrogenerisanih halogena u odnosu na
enzimsku oksidaciju.

Efekat neoksidovanih OP i OP oksidovanih u prisutvu MPO ispitan je i na
imobilizovanoj AChE u proto¢nom injekcionom sistemu. U ovom slucaju, granica detekcije

metode jos je niza, i to za jos jedan red veli¢ine u odnosu na slobodnu acetilholinesterazu.



Kljuéne reci: organofosfati, pesticidi, biosenzori, oksidacija, acetilholin-esteraza,

mijeloperoksidaza, detekcija;
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APPLICATION OF ORGANOTHIOPHOSPHATE PESTICIDES OXIDATION IN
METHODS FOR THEIR DETECTION BASED ON ACETYLCHOLINESTERASE
INHIBITION

The inhibition of acetylcholinesterase 1in the presence of selected
organothiophosphates (diazinon, malathion, chlorpyrifos, azinphos-methyl, phorate) and
their oxo-analogues (diazoxon, malaoxon, chlorpyrifos-oxon, azinphos-methyl-oxon,
phorate-oxon) was examined. Experimental conditions were optimized to detect the lowest
posible concentrations of these compounds using AChE test. ICsy values were determined
for all the mentioned compounds.

Investigated organothiophosphates have been converted into their oxo-analogues in
the presence of the enzyme myeloperoxidase. Oxidation products were detected using
UPLC and GC/MS analysis. It was found that the products are stable within minimum 1h.
In order to optimize oxidation procedure and achieve maximum concentrations of oxons,
the optimal concentrations of H;O, (50 uM) and MPO (100 nM) were determined. Also,
the optimal incubation time of OPs and MPO (10 min), as well as the optimal pH (6) and
temperature (25 °C) were estimated. Oxidation of OPs in the presence of MPO under
optimal conditions was applied as a modification of the method for detecting OP using
AChE test. The detection limits were determined for the modified method, as well as the
efficiency of oxidation and its application for the analysi of sintetic mixture of OPs.

Examined organothiophosphates have been converted into their oxo-forms using
electrochemically generated halogens. Products have been identified as oxons using UPLC
analysis. It was found that the the most efficient oxidation of OPs was carried out by after
15 minutes of oxidation with electrogenerated bromine. Detection limits were determined,
too.

Effects of enzymatic and electrochemical oxidation on the sensitivity of the AChE
test for the detection of OP were compared. The results showed that the ICsy values were

lower by 100 to 1000 times when the oxidation takes place in the presence of



electrochemically generated halogens and that the limits of detection were for an order of
magnitude lower, compared to the enzymatic oxidation procedure.

The effects of OP and OP oxidized in the presence of MPO were tested on
immobilized AChE. In this case, the method detection limit was for an order of magnitude

lower.

Key words: organophosphate, pesticide, biosensor, oxidation, acetylcholinesterase,

myeloperoxidase, detection;

Area of science: natural sciences and mathematics

Sub-area of science: biochemistry



Lista skracéenica

AChE — acetilholinesteraza

ASCHhI - acetiltioholin-jodid

BChE - butirilholinesteraza

BSA — govedi serum albumin (eng. bovine serum albumin)

ChO - holin-oksidaza

CPG - staklene kuglice sa kontrolisanom veli¢inom pora (eng. controlled-pore glass)
CZE — kapilarna zonska elektroforeza (eng. capillary zone electrophoresis)

DAD — detektor sa diodnim nizom

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

DTNB - 5, 5' — ditio-bis-(2-nitrobenzoeva kiseina)

DEF - S,S,S-tributilfosforotritionat

DMF - dimetil-formamid

ECD - detektor na bazi zahvata elektrona (eng. electron-capture detector)

FIA — proto¢na injekciona analiza (eng. flow injection analysis)

FAD — flavin-adenin-dinukleotid

FADH, — redukovani flavin-adenin-dinukleotid

GC — gasna hromatografija (eng. gas chromatography)

GC/MS — gasni hromatograf spregnut sa masenim spektrometrom

GOD - glukoza oksidaza

HPLC - te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (eng. high pressure liquid
chromatography)

HPLC/MS - tecna hromatografija pod visokim pritiskom spregnuta sa masenim
spektrometrom

Km — Mihaelis-Mentenova konstanta

k.at — kataliticka konstanta

LC — te¢na hromatografija (eng. liquid chromatography)

MPO - mijeloperoksidaza

NBS - N-bromsukcinimid



NADPH - redukovani nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

OP - organofosfatni pesticidi

OPH - organofosfat-hidrolaza

2-PAM - piridin-2-aldoksim

PAPA - 4-aminofenil-acetat

PBS - fizioloski rastvor puferisan fosfatom (eng. phosphate buffered saline)
RNK - ribonukleinska kiselina

iRNK — informaciona ribonukleinska kiselina

SDS - natrijum-dodecil-sulfat

SDS-PAGE — natrijumdodecilsulfat-poliakrilamid-gel-elektroforeza

TMB-4 - 1,1'-trimetilen-bis-(4-formilpiridinium-bromid)-dioksim

TMB - 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin

TNB - 5-tio-2-nitrobenzoat

TLC — tankoslojna hromatografija (eng. thin-layer chromatography)
UV/VIS — ultraljubicasta i vidljiva oblast spektra elektromagnetnog zracenja
UPLC - tecna hromatografija pod ultra-visokim pritiskom (eng. Ultra Performance Liquid
Chromatography)

Vj — pocetna brzina reakcije

Vimax — maksimalna brzina reakcije

ZKE - zasi¢ena kalomelova elektroda
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1. UVOD

Organofosfatni pesticidi, C¢ija je upotreba u poljoprivredi i danas S$iroko
rasprostranjena, veoma su Stetni po okolinu i ¢oveka. Njihov toksi¢ni efekat potice od
ireverzibilne inhibicije AChE, enzima koji u€estvuje u transdukciji nervnih signala. Kao
inhibitori AChE, organofosfatni pesticidi su toksi¢ni za ¢oveka i zbog toga je razvijanje
metoda za njihovu detekciju veoma vazno. Organo-tiofosfati u organizmu podlezu
metabolickoj oksidaciji pod dejstvom citohroma P450, §to vodi formiranju odgovarajucih
jaci inhibitori AChE. Ova ¢injenica moze se iskoristiti za poboljSanje osetljivosti AChE
testa za detekciju OP, koji se zasniva na inhibiciji enzima.

Za oksidaciju organo-tiofosfata do sada su koriS¢ena razna jedinjenja. Najvise je
ispitan efekat neorganskih oksidanata, od kojih su najbolje rezultate dali NBS, brom, azotna
kiselina, hlor, ozon i1 vodonik-peroksid. Mnogi enzimi su takode koris¢eni za oksidaciju
OP, uglavnom peroksidaze, kao $to su peroksidaza iz rena 1 hloroperoksidaza.

Polaze¢i od ¢injenice da je oksidacija OP neophodan korak u metodama za njihovu

detekciju, koje se baziraju na inhibiciji AChE, ciljevi ovog rada bili su:

1. -oksidacija organofosfatnih pesticida u prisustvu mijeloperoksidaze, odredivanje
optimalnih uslova za oksidaciju (koncentracija H,0O,, vreme inkubacije,
koncentracija mijeloperoksidaze, pH, temperatura) i identifikacija proizvoda
oksidacije pomoc¢u UPLC i GC/MS;

2. -elektrohemijsko generisanje hlora, broma i joda, odredivanje optimalnih uslova 1
oksidacija organofosfata pomocu elektrogenerisanih halogena, identifikacija
proizvoda oksidacije pomoéu UPLC, odredivanje najefikasnijeg halogena za
oksidaciju organofosfata;

3. -poredenje  efikasnosti  oksidacije = organofosfata u  prisustvu  enzima
mijeloperoksidaze i elektrogenerisanih halogena, utvrdivanje prednosti i mana obe

metode;



4. -primena metode za odredivanje OP u realnim uzorcima;
5. -imobilizacija acetilholinesteraze i razvijanje FIA sistema za detekciju organo-

tiofosfata uz oksidaciju kao modifikaciju metode.



2. OPSTI DEO

2.1. Pesticidi

2.1.1. Grupe pesticida

Termin sredstva za zastitu bilja obuhvata sva hemijska jedinjenja koja se koriste za
kontrolisanje rasta zglavkara, mikroorganizama i korova. Ta jedinjenja sluze da se obezbedi
ispravan rast biljaka i minimalno moguce zalaganje odgajivaca. Sveobuhvatniji termin
pesticidi odnosi se na jedinjenja koja se upotrebljavaju za kontrolu StetoCina svih vrsta,
ukljuujuéi 1 one koji su direktna opasnost po zdravlje Coveka i zivotinja. Medu
StetoCinama insektima znaCajni su oni koji prenose humane bolesti, kao §to su vrste
komaraca koji su prenosioci malarije, vasi koje prenose tifus, buve koje prenose kugu i
razlicite vrste koje su nosioci meningitisa 1 Zute groznice.

U pesticide se ubrajaju: insekticidi, fungicidi, baktericidi, herbicidi 1 regulatori rasta
biljaka [1].

Insekticidi su grupa pesticida koja je od velikog znacCaja za poljoprivredu i
ekonomiju. Uprkos tome §to su mnogi proizvodi ve¢ dostupni, ostalo je dosta prostora za
nove 1 bolje. Razlog tome su vrste koje su razvile rezistenciju na postojeée proizvode,
naroCito one koje se brzo dele i za kratko vreme proizvedu veliki broj generacija.
Novorazvijeni pesticidi bi trebalo da imaju idealna svojstva, §to podrazumeva prvenstveno
Sirok spektar aktivnosti, a zatim i da budu bezbedni po sisare i ribe. Zeljena svojstva novih
pesticida trebalo bi obezbediti po §to manjoj ceni.

Relativni znacaj fungicida i1 baktericida razlikuje se Sirom sveta. Promene u procesu
kultivacije biljnih vrsta i uzgajanje novih vrsta dovele su do povecane ucestalosti gljiviénih

obolenja, zbog ¢ega je razvoj ove grupe pesticida veoma vazan.



Herbicidi vaze za grupu pesticida koja se danas najviSe koristi u poljoprivredi.
Pored toga Sto znaCajno utiCu na povecanje prinosa, herbicidi Stede trud oko uzgajanja
biljaka. Ovaj faktor je posebno vazan u razvijenim zemljama. Herbicidi imaju i1
karakteristike koje su vazne sa gledista ekologije i toksikologije. Kako se najcesce
primenjuju pre berbe, u momentu kada dospevaju do potrosaca budu razgradeni do ostataka
koji nisu Stetni. Mnogi herbicidi su selektivni inhibitori fotosinteze, koja je karakteristicna
za biljke, pa tako nisu toksi¢ni za sisare.

Regulatori rasta biljaka imaju specifi¢ne efekte na fizioloske procese biljaka. Oni
menjaju sastav biljke, na primer, tako Sto povecavaju sadrzaj Secera ili proteina. Takode
mogu da inhibiraju rast jedinke skrac¢ivanjem internodusa, §to dovodi do povecane fizicke
stabilnosti biljke. Ostale primene regulatora rasta biljaka ogledaju se u indukovanju
cvetanja, povecanju otpornosti na susu i mraz, pospesSivanje sazrevanja i suzbijanje rasta
drugih ometajucih biljaka u neposrednoj okolini jedinke. Regulatori rasta biljaka sluze da
poboljsaju prinos i kvalitet kultura.

Razvoj novih proizvoda za zastitu biljaka podrazumeva sintezu, bioloski skrining,
procenu zemljiSta, toksikoloSka ispitivanja, metabolicke studije, ispitivanje degradacije
jedinjenja, proveru bezbednosti po Zivotnu sredinu, zaStitu patenta i proizvodnju samog
proizvoda.

Svi pesticidi imaju neki uticaj na Zivotnu sredinu coveka. Da bi se taj uticaj doveo
na prihvatljiv nivo, svi komercijalno dostupni proizvodi u vecini drzava moraju podleci
striktnim zakonskim regulativama. Pre nego Sto se pusti na trziSte, proizvod se mora

detaljno ispitati 1 utvrditi koliku opasnost predstavlja po coveka i Zivotinje.

2.1.2. Organofosfatna jedinjenja

Fosfor i njegova jedinjenja danas imaju veliki znacaj u mnogim oblastima nauke 1
tehnike. Neorganska jedinjenja fosfora imaju veliku primenu u industriji, a u poljoprivredi

se koriste kao fosfatna dubriva. Organska jedinjenja fosfora se primenjuju u proizvodnji



plasti¢nih masa, kao reaktanti u organskoj sintezi, kao dodaci mazivima i uljima, a koriste
se u velikom obimu i u zastiti bilja. Mnoga jedinjenja se danas koriste kao insekticidi,
herbicidi ili fungicidi.

Organska jedinjenja fosfora dobijaju na znacaju sa radovima nemackog istrazivaca
Sradera [2; 3]. Sistematski razvoj organske hemije fosfora po¢inje u dvadesetom veku. Sa
radovima Sradera ova jedinjenja dobijaju prakti¢an znacaj i poinje nov period industrijske
proizvodnje insekticida iz grupe organskih jedinjenja fosfora [4].

Srader i njegovi saradnici najpre su dali osnovnu strukturu za jedinjenja sa
kontaktnim insekticidnim delovanjem, a ona je kasnije razvijena u strukturu ¢ija je opsta

formula:

U ovoj formuli R i R' su alkil-, alkoksi- ili amino- grupe, a ,,A“ grupa predstavlja
kiselinski ostatak neorganske ili organske kiseline (CI', F', SCN™ 1 CH3COQ) ili neku drugu
grupu (enolati, merkaptidi itd).

Proslo je dosta vremena dok se za sva jedinjenja koja su sintetizovana prema
Sraderovoj opstoj formuli dokazalo ne samo biocidno delovanje, veé¢ da se fosforilacijom
objasni njihova hemijska 1 biohemijska aktivnost. Klark i saradnici su 1964. godine dali

osnovnu strukturu za sva jedinjenja sa fosforilujué¢im svojstvima (Shema 2).
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U formuli X, Y i1 Z uglavnom predstavljaju atome H, C, N, O, S i halogena. Razvoj
organske hemije fosfora potvrdio je svu njenu opravdanost, jer danas, pored insekticida,
ova jedinjenja nalaze primenu kao herbicidi, fungicidi, regulatori rasta biljaka, rodenticidi i
kao hemosterilanti. Veoma je interesantno da se neka od organskih jedinjenja fosfora
koriste kao lekovi. Medu antibioticima poznat je fosfomicin, a za leCenje razliCitih vrsta
tumora endoksan 1ili ciklofosfamid. Takode se i neki jaki otrovi, kao §to su paraokson i
armin, koriste u leCenju glaukoma [4].

Za samo pedeset godina sintetizovano je i ispitano vise od sto hiljada organskih
jedinjenja fosfora sa ciljem da se primene kao pesticidi. Medutim, danas primenu nalazi
samo oko 150 jedinjenja. Veoma vazna karakteristika ovih jedinjenja je da pokazuju
izrazito razlicita fizicka svojstva, kao $to su vrednosti napona pare i rastvorljivost u vodi.
Razlikuju se i prema hemijskoj stabilnosti, a pokazuju i razliitu toksi¢nost prema
toplokrvnim Zivotinjama.

Siroki spektar fizickohemijskih svojstava i biologkih aktivnosti omoguéava ovim
supstancama razli¢itu primenu u poljoprivredi i1 higijeni. Neke se koriste kao fumiganti,
neke kao kontaktni otrovi, a druge kao sistematski insekticidi. Neka jedinjenja se koriste u
zastiti bilja u vreme setve, a druga mogu uspesno da se primenjuju samo u periodu zetve.
Prva moraju da se odlikuju postojanos¢u kako bi se izbeglo sekundarno delovanje 1 smanjili
troSkovi, a druga grupa jedinjenja, koja se koriste u kasnijem periodu, treba da budu manje
postojana. Na taj nacin se reguliSe koncentracija ostataka koja mora da bude zanemarljiva u
periodu Zetve.

Prema Sraderu, da bi neko organsko jedinjenje fosfora bilo bioloski aktivno treba da

e kiseonik ili sumpor koji su vezani dvostrukom vezom za petovalentni fosfor,

e R iR alkil-grupe vezane za fosfor preko kiseonika (alkoksi —OR 1ili ariloksi
—OAr grupe), preko azota (amido grupa —NRj) ili direktno (alkil —R i aril —
Ar grupe),

e kiselinski ostatak neorganske ili organske kiseline (F, CNS’, RCOO" i dr.),
kao i neke druge grupe, npr. merkapto grupa.



Sa razvojem hemije organskih jedinjenja fosfora i sintezom novih jedinjenja
slozenih struktura, javila se potreba da se opsta formula Sradera modifikuje i tada je A
grupa zamenjena grupacijom (P)-XYZ. Da bi se ovom formulom prikazalo jedinjenje sa
dobrim pesticidnim svojstvima, potrebno je da veza P-X bude S$to slabija, a da grupa Z bude
Sto vise elektronegativna ili da postaje elektronegativna pod uticajem protona ili
redukcionih supstanci, odnosno da je u stanju da induktivnim efektom privuce elektrone
veze P-X. Treéi uslov je da se uvede Y atom sa sp” hibridizacijom [4].

Nesumnjivo da ova modifikovana Sraderova formula moze da posluzi za
objasnjenje ponasanja novih jedinjenja i da objasni potrebu sinteze jedinjenja u kojima su
radikali razli¢ita heterociklicna jedinjenja. Ovim postupkom mogu da se objasne i
potencijalna svojstva molekula u zavisnosti od protonacije u prisustvu rastvaraca ili u
prelaznom stupnju. Tako se moze objasniti zavisnost strukture 1 bioloske aktivnosti nekog
molekula, jer protonacija fosforilujuce supstance igra vaznu ulogu u fizioloSkim procesima.

Najcesce koris¢eni organofosfatni pesticidi (OP) dati su u Tabeli 1.



Tabela 1. Najcesce koris¢eni OP

Uobicajeni Komercijalni naziv  Naziv po IUPAC-u
naziv
Acefat Acephate®, O,S-dimetil-acetil-fosfoamidotioat
Orthene®
Azinfos-metil Azinphos®, O, O-dimetil-S-[(4-0kso-1,2,3-benzotriazin-
Guthion® 3[4H]-il)metil]-fosfoditioat
Hlorpirifos Chlorpyrifos®, 0, 0-dietil-O-(3,5,6-trihlor-2-piridinil)-
Govern® fosfotioat
Diazinon Diazinon® 0, O-dietil-O-(2-izopropil-6-metil-4-
pirimidinil)-fosfotioat
Dimetoat Dimethoate®, O, O-dimetil-S-metilkarbamoilmetil-
Cygon® fosfoditioat
Disulfoton Di-Syston® 0, O-dietil-S-[2-(etiltio)etil]-fosfoditioat
Etoprop Mocap® O-etil-S,S-dipropil-fosfoditioat
Fenamifos Nemacur® Etil-3-metil-4-(metiltio)fenil-(1-metiletil)-
fosfoamidat
Malation Fyfanon®, Dietil-(dimetoksitiofosforiltio)sukcinat
Malathion®
Metamidofos Monitor® 0,S-dimetil-fosforamidotioat
Metidation Supracide® S-2,3-dihidro-5-metoksi-2-okso-1,3,4-
tiadiazol-3-ilmetil-O, O-dimetil-fosfoditioat
Metil-paration Penncap-M® 0, O-dimetil-O-(nitrofenil)-fosfotioat
Naled Dibrom® 1,2-dibrom-2,2-dihloretil-dimetil-fosfat
Oksidemeton- MSR® S-[2-(etilsulfinil)etil]-O, O-dimetil-fosfotioat
metil
Forat Phorate®, Thimet® 0, O-dietil-S-[(etiltio)metil ]-fosfoditioat

2.2. Acetilholinesteraza

Acetilholinesteraza (AChE) je klju¢ni enzim nervnog sistema Zivotinja. Glavna
bioloska uloga acetilholinesteraze je okoncavanje prenosa impulsa u holinergickim

sinapsama brzom hidrolizom neurotransmitera acetilholina [5] (Slika 1).
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Slika 1. Hidroliza acetilholina

Komercijalno dostupne AChE se danas najces¢e izoluju iz elektricnih organa
elektricnih riba, pa su te izoforme i najbolje ispitane. Razli¢ite oligomerne forme ovog
enzima iz elektri¢ne jegulje (iz roda Electrophorus) i elektri¢ne raze (iz roda Torpedo) su
strukturno homologe sa AChE iz nerava i miSi¢a ki¢menjaka. Bon i saradnici [6] su
pokazali da aktivna mesta AChE iz Cetiri razliCite vrste (elektricna jegulja, elektri¢na raza,
pacov i kokoska) imaju ekvivalentnu kataliticku aktivnost po aktivnom mestu. Budu¢i da je
veoma Cist preparat AChE iz elektricne jegulje komercijalno dostupan, oni su bili u stanju
da utvrde da svaki monomer veze jedan molekul inhibitora. Susman i saradnici [7] su prvi
okarakterisali trodimenzionalnu strukturu acetilholinesteraze. Oni su izucavali elektri¢ni
organ raze Torpedo californica pomocu rendgenske analize sa rezolucijom od 2.8
angstrema. Pokazalo se da molekul AChE ima oblik elipse 1 dimenzije 45x60x65

angstrema. Enzim je dimer, §to je prikazano na Slici 2.



Slika 2. Trodimenzionalna struktura AChE iz Torpedo californica

Monomer enzima je o/f protein. Sastoji se od 12 B plocica okruzenih sa 14 o

heliksa. Prvi 1 poslednji par B plocica formiraju § ukosnicu (Slika 3).

e 2 3 4 5 & 7 a 3

Slika 3. Sekundarna struktura AChE iz Torpedo californica

Rane kineticke studije indikovale su da aktivno mesto acetilholinesteraze sadrzi dva
takozvana pod-mesta, esterazno i anjonsko pod-mesto, §to odgovara katalitickom mestu i
dzepu za vezivanje holina. Esterazno mesto sadrzi serin koji reaguje sa supstratom, kao i sa

organofosfatima. Anjonsko pod-mesto vezuje naelektrisanu kvaternarnu grupu iz

10



acetilholina. Supstrat prodire duboko u usko udubljenje koje vodi do aktivnog mesta
enzima.

Doerti i saradnici [8] predstavili su teorijske i eksperimentalne podatke dobijene uz
pomo¢ modela koji podrzava interakcije kvaternarnog azota i m elektrona aromati¢nih
grupa. Prema tom modelu, doprinos aromati¢nog karaktera udubljenja veoma je znacajan
za visok stepen vezivanja liganda. Rozenberi i saradnici predlozili su ,,aromati¢no vodeno*
vezivanje supstrata [9]. Esterifikaciono mesto formiraju Ser 200, His 440 1 Glu 327.

Enzimska reakcija hidrolize acetilholina u prisustvu acetilholinesteraze odvija se u
dva stupnja:

1. reakcija izmedu acetil grupe supstrata i serinskog ostatka enzima (Slika 4a)
2. deacetilacija serinskog ostatka (Slika 4b)

Prvi korak katalize podrazumeva napad serina (Ser 200) na acetilholin. Hidroksilna
grupa serina nije jak nukleofil pri fizioloskim uslovima. Reakcija pocinje tako $to proton iz
hidroksilne grupe serina biva preuzet od strane azota imidazolnog prstena histidina (His
440). Proton vezan za azot prelazi na glutamat (Glu 327). Aktivirani serin je jak nukleofil,
koji moZe napasti C-atom karbonilne grupe supstrata, dovodeéi do stvaranja tetraedarskog
prelaznog stanja. Anjon koji pri tome nastaje stabilizovan je vodoni¢nim vezama sa
ostacima Gly 118, Gly 119 1 Ala 201. Proton sa His 440 obezbeduje formiranje holina, dok

enzim ostaje acetilovan (Slika 4a).
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Slika 4a. Mehanizam dejstva AChE — 1. faza, acetilovanje enzima

Jedan molekul vode interkalira se izmedu acetil grupe i His 440. Proton iz molekula
vode se prenosi na His 440, a hidroksilna grupa napada karbonilni C-atom acetilovanog
intermedijera i formira se tetraedarsko prelazno stanje. Konac¢no, proton se premesta sa

histidina na serin, a etanska kiselina se oslobada (Slika 4b).

12



Gly 118 N/ S 200 N/y His 440
\ er
o=( -

H 0O~ N
aly11g NH H H
< CHs |
H -
—N/ “H (0]
\ )— Glu327
Ala 201 0
Gy 118 /  ser200 H\N/y His 440
N \—n
OJ H 0 O—H
ay119 NTH o N
< /H CHs H—0O
—N % Glu 327
\ 0
Ala 201

Gly 118 N/ N\\/;y His 440
\
0= H o 0O H N
N—H R H
Gly 119 < o
CHs
1w
\ Ser 200 /F Glu 327
Ala 201 0]

Slika 4b. Mehanizam dejstva AChE — 2. faza, deacetilovanje serinskog ostatka

2.2.1. Mehanizam inhibicije AChE sa organofosfatima

Organofosfati su ireverzibilni inhibitori acetilholinesteraze, kovalentno se vezuju za
aktivno mesto enzima. Hidroksilna grupa serina reaguje sa fosfatnim estrom (Slika 5),
dolazi do eliminacije alkohola uz fosforilaciju Ser 200. Posle ovog koraka, enzim je
ireverzibilno inhibiran i samo pomocu piridin-2-aldoksima (2-PAM) i 1,1'-trimetilen-bis-

(4-formilpiridinium-bromid)-dioksima (TMB-4) moze da povrati svoju aktivnost [10].
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Inhibirani enzim treba reaktivirati u roku od nekoliko minuta, jer starenjem kompleksa

pesticid-enzim reaktivacija postaje nemoguca.
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Slika 5. Mehanizam ireverzibilne inhibicije AChE organofosfatima
Ukoliko je AChE blokirana inhibitorima, akumulacija acetilholina uzrokuje

simptome koji daju slede¢u klinic¢ku sliku:
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e muskarinske manifestacije — pojacana bronhijalna sekrecija, pojacana
salivacija, znojenje, bronhokonstrikcije, abdominalni gréevi, bradikardija

e nikotinske manifestacije — fascikulacija glatkih misSica, a u tezim
slucajevima i dijafragme i respiratornih misica, tahikardija

e manifestacije centralnog nervnog sistema — glavobolja, vrtoglavica,
uznemirenost, anksioznost, mentalna konfuzija, konvulzije, koma, depresija
respiratornog centra.

U ekstremnim sluc¢ajevima, ovi simptomi mogu odvesti u smrt [5].

2.3. Detekcija organofosfatnih pesticida

Budu¢i da se organofosfatni pesticidi ¢esto upotrebljavaju u poljoprivredi i kontoli
razvoja insekata, njihova detekcija je veoma vazna. Cetrdesetih i pedesetih godina
dvadesetog veka analiticke procedure za odredivanje organofosfata bile su vremenski
veoma zahtevne 1 komplikovane zbog ograni¢enja dostupnih metoda. Bilo je teSko
identifikovati razli¢ita jedinjenja, a kvantifikacija je bila moguéa samo u slucajevima
visokih koncentracija. Jedine metode izbora su bile hromatografija na papiru i razlicite
kolorimetrijske metode.

Razvoj gasne hromatografije kao analiticke metode i1 razvoj mikrokulometrijskog 1
detektora sa zahvatom elektrona (ECD, eng. electron-capture detector) postavio je nove
ciljeve 1 olakSao analizu halogenovanih jedinjenja. Ipak, to nije bilo dobro reSenje za
jedinjenja sa elektronegativnim funkcionalnim grupama. Kasnije su se pojavili detektori za
gasne hromatografe specificni za pojedinacne elemente. Kulometrijski detektor za
halogenovana jedinjenja se koristio u to vreme, ali je njegov nedotatak bila nedovoljna
osetljivost 1 robustnost za rutinske analize. Tokom vremena, razvijene su metode detekcije
sa dovoljnom osetljivos¢u, ali je trajanje i jednostavnost izvodenja analize jo§ uvek

problem.
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2.3.1. Konvencionalne metode

Razdvajanje pesticida hromatografskim metodama pre odredivanja pojedinac¢nih
komponenti je danas rutina. Gasna hromatografija (GC, eng. gas chromatography) i tecna
hromatografija (LC, eng. liquid chromatography) se naj¢es¢e koriste u te svrhe [11; 12; 13;
14]. Tankoslojna hromatograija (TLC, eng. thin-layer chromatography) je nekada bila
veoma popularna, ali su je nove hromatografske tehnike potpuno potisnule [15]. Ipak,
zahvaljujuéi razvoju novih sistema za detekciju, TLC se vra¢a u upotrebu. U poslednje
vreme 1 kapilarna zonska elektroforeza (CZE, eng. capillary zone electrophoresis) pocela je
da se koristi, budu¢i da se pokazala kao komplementarna sa GC i LC [16].

GC je dugo bila metoda izbora za razdvajanje pesticida prve generacije. Oni su bili
jako hidrofobni, isparljivi i stabilni na visokim temperaturama. Problem se pojavio kada su
u upotrebu usli polarni i termolabilni pesticidi. Tada je LC dobila na znacaju u ovoj oblasti.
Granica detekcije ove meteode je oko 1 nM [12; 13; 14]. Poseban doprinos dalo je
koris¢enje novih vrsta detektora, kao Sto su detektor sa diodnim nizom (DAD, eng. diode
array detector), fluorescentni i maseni detektor.

Gasni hromatograf sa masenim spektrometrom (GC/MS) je instrument koji se u
danasnje vreme najcesce upotrebljava za analizu OP [12]. Razlog je mogucnost odredivanja
mikrogramskih koli¢ina pesticida, $to se postize zahvaljujuéi velikoj mo¢i razdvajanja na
GC koloni 1 povezanosti sa masenim spektrometrom, koji ima izuzetno visoku osetljivost
(0,05 nM) [14; 17]. Ipak, osetljivost nije dovoljno visoka da se dostignu granice
kvantifikacije koje Komisija evropskih zajednica propisuje za pojedinacne pesticide, te je
koncentrovanje uzorka uvek neophodno. Takode, postoji jedan broj pesticida koji se i danas
koriste, a nisu isparljivi i termostabilni, pa se ne mogu analizirati pomocu GC/MS [18].

Iako se konvencionalne metode svakodnevno koriste u cilju detekcije pesticida i
imaju niske granice detekcije, one su zametne, skupe i komplikovane. Zato je potrebno je
konstruisati sistem koji ¢e moci brzo, pouzdano i ekonomic¢no da analizira sve

organofosfatne pesticide, po potrebi i na mestu kontaminacije.
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2.3.2. Biosenzori

Termin senzor definiSe se kao uredaj ili sistem koji odgovara na fizicke i hemijske
kvantitete tako Sto proizvodi izlazni signal koji je mera tog kvantiteta. To su obi¢no
elektroda ili opticko vlakno, koji detektuju ili odgovaraju na specifi¢ne interakcije sa
hemikalijama u okruzenju. Rad biosenzora se zasniva na sprezanju imobilizovanog
bioloskog senzorskog elementa (bioloski aktivna komponenta, npr. antitelo, enzim ili
¢elija) sa instrumentom (fizickohemijskim transducerom), koji transformise specifi¢no
prepoznavanje u elektricni, opticki ili toplotni signal, pri ¢emu se rezultati dobijaju odmah
[19]. Merenje ciljnog analita se postize selektivnom transdukcijom reakcije biomolekula i
analita u merljivi signal. Najvaznije osobine svakog biosenzora su visoka specific¢nost i
osetljivost prema ciljnom analitu, §to se postize kao rezultat optimizovanog molekulskog
prepoznavanja bioloski aktivne komponente i njenog prirodnog supstrata sa vecim
afinitetom nego pri prepoznavanju sa drugim komponentama u sistemu. Princip rada

biosenzora prikazan je na Slici 6.

prenosnik-transducer
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Slika 6. Princip rada biosenzora
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2.3.2.1. Bioloski senzorni elementi

Biosenzori se mogu klasifikovati prema tipu aktivne bioloske komponente ili prema
nacinu signalne transdukcije, kao i prema kombinaciji ova dva aspekta. Tip biokomponente
odreduje stepen selektivnosti i specifi¢nosti biosenzora. Biokomponente su podeljene na tri
grupe: biokataliticke, bioafinitetne komponente 1 hibridni receptori.

Biokataliticki elementi za prepoznavanje mogu biti sistemi koji sadrze enzime, cele
¢elije (mikroorganizmi kao $to su bakterije, kvasci, eukariotske celije), ¢elijske organele ili
isecci biljnog 1 Zivotinjskog tkiva [20]. Prednost biosenzora koji koriste mikroorganizme,
biljna ili zivotinjska tkiva ogleda se u Cinjenici da je izbegnuta naporna procedura
izolovanja 1 preciSavanja, a da se enzim ipak koristi kao aktivnha komponenta. Mikrobni
senzori su manje osetljivi na inhibiciju od strane vrsta prisutnih u uzorku, tolerantniji na
varijaciju pH 1 temperature i generalno traju duze. S druge strane, imaju spor odgovor i
nisku selektivnost u poredenju sa senzorima na bazi izolovanih enzima [21]. Enzimski
senzori su najcesée korisceni 1 odlikuju se visokom selektivnoséu. U principu, svi enzimski
senzori rade na principu imobilizacije enzimskog sistema na transducer [22].

U grupu bioafinitetnih receptora ubrajaju se hemoreceptori, antitela i nukleinske
kiseline. Ova grupa biosenzora zasniva se na afinitetu izmedu molekula, Sto obezbeduje
selektivne interakcije sa datim ligandom i formiranje termodinamicki stabilnih kompleksa.
Potencijalna Siroka upotreba imunosenzora rezultat je velikih moguénosti za njihovu
primenu: svako jedinjenje moze biti analizirano, uz uslov da postoji specifi¢no antitelo za
njega. Pored toga, imunosenzori su vrlo specificni 1 selektivni za odredeni antigen.
Antigen-antitelo kompleksi mogu da se koriste za skoro sve tipove senzora.
Fizickohemijske promene nastale usled vezivanja antigena 1 antitela ne generiSu
elektrohemijski signal koji je moguce detektovati. Iz tog razloga se enzimi, fluorescentna
jedinjenja, elektrohemijski aktivne supstance, radionuklidi ili avidin-biotin kompleksi
koriste za obelezavanje antigena ili antitela [23; 24]. Najces¢e koris¢eni transduceri u

imunosenzorima su akusti¢ni ili opticki sistemi [22].
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Hibridni receptori, kao §to su DNK i RNK probe, pokazali su obecavajuce rezultate
u analizi hrane, kao i u detekciji mikroorganizama. Princip selektivne detekcije se bazira na
pronalazenju jedinstvene sekvence baze nukleinske kiseline u procesu hibridizacije.
Sparivanje baza na odredeni nac¢in (adenin i timin, citozin i guanin) obezbeduje da jedan
jednolancani fragment moze da prepozna sebi komplementaran deo i formira dvostruki
lanac. DNK senzori se sastoje od dobro definisane jednolanCane sekvence koja je
imobilizovana na ¢vrstu podlogu kao bioloski receptor. DNK proba se dodaje u DNK ili
RNK iz nepoznatog uzorka. Ako dode do hibridizacije probe i lanaca iz nepoznatog uzorka
zbog sparivanja sekvenci koje su komplementarne, detekcija je moguca. Analiticke metode
koje se zasnivaju na interakcijama sa DNK su jedine koje mogu da detektuju geneticke
modifikacije. Komercijalno se koriste za detekciju patogena u hrani, kao $to su Salmonella,

Listeria, E.coliiS. Aureus [22; 25; 26].

2.3.2.2. Imobilizacija biokomponente

Da bi se biokomponente mogle upotrebljavati vise puta, potrebno je da budu
imobilizovane na neki nosaC. Imobilizacija doprinosi stabilnosti komponente koja je
imobilozovana u odnosu na slobodan, nativni oblik, a i uzorak je lakSe odvojiti u takvom
sistemu. Biokomponente mogu biti imobilizovane na nosa¢ na razne nacine: adsorpcijom,
fizickim zarobljavanjem u trodimenzionalnu mrezu, kovalentnim vezivanjem,
umrezavanjem (Shema 1) [27]. Matriks moze funkcionisati isklju¢ivo kao nosac
biokomponente, ali takode moze biti i mediator u mehanizmu signalne transdukcije. Svrha
imobilizacije je da se zadrzi maksimum aktivnosti biokomponente na povrsini transducera.
Izbor metode za imobilizaciju zavisi od prirode biokomponente, tipa transducera,

fizickohemijskih svojstava analita i radnih uslova biosenzora [22].
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Shema 1. Nacini imobilizacije enzima na nosac

Adsorpcija biomolekula na nosaCe je najjednostavnija metoda za imobilizaciju
biokomponente na transducer. Izvodi se tako Sto se rastvor biomolekula dovede u kontakt
sa aktiviranim nosatem tokom definisanog vremenskog perioda. Potom se nevezani
molekuli biokomponente uklone ispiranjem. Budu¢i da je adsorpcija posledica Van der
Valsovih veza, promena pH, jonske jacine ili temperature moze dovesti do toga da se
biomolekuli uklone sa nosaca.

Zarobljavanjem u polimerizujuée gelove obezbeduje se da biomolekuli ne mogu
difundovati iz reakcione smese, dok mali molekuli supstrata lako mogu da prodru do njih.
Zarobljavanje u gelu je jednako blaga procedura kao adsorpcija, jer molekuli
biokomponente nisu kovalentno vezani za nosa¢. Ovaj metod se dosta koristi, a kao gelovi
se koriste kolagen, Zelatin, agar, polivinil-alkohol itd.

U slucaju kovalentnog vezivanja, biokomponenta biva povezana sa nosatem
kovalentnim vezama. U slucaju enzima, hemijski reaktivna mesta mogu biti amino i
karboksilne grupe, imidazolne grupe histidina, itd. Obi¢no se imobilizacija izvodi u tri
koraka:

1. aktivacija nosaca;
2. nanoS$enje biomolekula na nosac;
3. uklanjanje adsorbovanih biomolekula;

Nedostatak ove metode za imobilizaciju je gubitak aktivnosti biokomponente usled
kovalentnog vezivanja za nosac¢. Kao nosaci najceS¢e se koriste celuloza, dekstran, i

polivinil-hlorid.
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Biopolimeri mogu biti medumolekulski povezani pomocu bi- ili multifunkcionalnih
reagenasa. Molekuli proteina mogu se umreziti medusobno ili sa nekim drugim
funkcionalnim proteinom (npr. govedim serum albuminom). Kao bifunkcionalni reagensi
koriste se najcesce glutaraldehid, derivati bisizocijanata i bisdiazobenzidin. Prednosti
umrezavanja su jednostavnost procedure i jako hemijsko vezivanje biomolekula. Mana je

mogucénost gubljenja aktivnosti zbog potencijalnih promena u aktivnim mestima proteina.

2.3.2.3. Transduceri

Biosenzori mogu biti klasifikovani prema tipu transducera na: elektrohemijske,
opticke, termalne 1 piezoelektricne.

Biosenzori koji se baziraju na elektrohemijskim transducerima su ekonomicni i
imaju brz odgovor. Prednost je i to Sto postoji mogucénost automatizacije, $to znaci i
aplikaciju velikog broja uzoraka [28]. Elektrohemijski biosenzori mogu se podeliti na:
konduktometrijske, impedometrijske, potenciometrijske i amperometrijske [22].

Konduktometrijski biosenzori se baziraju na principu promene provodljivosti
sredine kada mikroorganizmi prevode nenaelektrisane supstrate, kao $to su ugljeni hidrati,
u intermedijere koji su naelektrisani, kao $to je mlecna kiselina. Koli¢ina naelektrisanog
metabolita je direktno proporcionalna stepenu rasta organizma. Konduktometrijski
biosenzori su najcesce nespecificni i daju los signal, te se retko koriste [22].

Impedometrijski biosenzori se zasnivaju na principu da mikrobni metabolizam
rezultira porastom provodljivosti 1 kapacitativnosti, §to uzrokuje smanjenje impedanse [29;
30]. Impedansa se obi¢no meri pomocu strujnog mosta. Komercijalni analiticki uredaji koji
se zasnivaju na ovoj tehnologiji postoje na trzistu [22].

Potenciometrijski transducer poseduje membranu ili povrSinu selektivhu na
odredenu vrstu, koja generiSe potencijal proporcionalan koncentraciji aktivne vrste, §to se
meri u odnosu na referentnu elektrodu [31]. Potenciometrijski uredaji mogu da mere

promene u koncentraciji jona i pH. Radi se na poboljsanju granica detekcije i selektivnosti
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ovih biosenzora, kao i na minijaturizaciji [32; 33; 34; 35]. NajceSce se koriste u higijensko-
sanitarnoj kontroli kvaliteta proizvoda [22; 36; 37; 38; 39].

Amperometrijski biosenzori mere struju koja se javlja pri hemijskoj reakciji
elektroaktivne vrste na primenjenom potencijalu, §to je povezano sa njenom
od potenciometrijskog senzora, stoga S$to nije potrebno cekati da se uspostavi
termodinamicka ravnoteza i odgovor je linearna funkcija koncentracije analita. S druge
strane, selektivnost amperometrijskih uredaja je odredena redoks potencijalom prisutnih
elektroaktivnih vrsta. Kao posledica, struja merena instrumentom moze ukljuciti doprinose
nekoliko hemijskih (elektroaktivnih) wvrsta [22]. Najcesée se koriste za detekciju
mikroorganizama u hrani [23; 25; 40; 41; 42].

Biosenzori sa optickim transducerima u poslednje vreme zaokupljaju sve vise
paznje, §to je uslovljeno napretkom u tehnologiji opti¢kih vlakana i laserkoj tehnologiji.
Ovi senzori su prosirili granice primene spektrofotometrijskih metoda u analitickoj hemiji,
posebno za sisteme male po dimenzijama. Opticki biosenzori su zasnovani na metodama
merenja UV/VIS apsorpcije, bio/hemiluminescencije, fluorescencije/fosforescencije,
refleksije, rasejanja i1 indeksa prelamanja, uzrokovanom interakcijom biokatalizatora sa
ciljnim analitom. Opticki senzori, prvobitno razvijeni za kiseonik, CO i odredivanje pH
koris¢enjem kiselo-baznih indikatora [43], proSireni su za konstrukciju fluorescentnih i
luminescentnih  optroda. Optrode su konstruisane sa imobilisanim selektivnim
biokomponentama na jednoj strani optickog vlakna i komponentama za detekciju na
drugom kraju. Promena intenziteta apsorbovane ili emitovane svetlosti od strane
indikatorske boje je princip rada pH, pO, 1 pCO; proba na bazi optickih vlakana koja
postizu transdukciju samo posredstvom indikatorske boje. Ova promena je direktno
proporcionalna koli¢ini analita prisutnoj u uzorku [22; 44; 45].

Biosenzori sa termalnim transducerima zasnivaju se na pra¢enju promene energije u
hemijskoj reakciji koja je katalizovana pomoc¢u enzima ili mikroorganizma tokom vremena.
Deo nastale toplote uvek gubi, jer se ne mogu posti¢i idealni adijabatski uslovi, zbog cega
rezultati nisu potpuno pouzdani. Upotreba termalnih biosenzora u analizi hrane je

ograniena za sada, zbog komplikovane instrumentacije. Ipak, nekoliko veoma vaznih
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jedinjenja u kontroli kvaliteta hrane odreduje se na ovaj nacin: askorbinska kiselina,
glukoza, laktat, galaktoza, etanol, penicilin G, cefalosporin i oksalna kiselina [46; 47; 48;
49]. Uprkos nedostatku osetljivosti, termalni biosenzori imaju prednost mogucnosti
minijaturizacije i konstruisanja uredaja za simultano odredivanje veceg broja jedinjenja [50;
517

Piezoelektri¢ni transduceri se obi¢no koriste u imunosenzorima. Imunokompoenta
se pri tome imobilizuje na povrSinu piezoelektricnog kristala [52]. Pri interakciji sa
analitom dolazi do promene ukupne mase depozita na kristalu, zbog ¢ega se menja njegova
specificna frekvencija oscilovanja, §to dalje moze da se poveze sa koncentracijom analita u
uzorku. Za Siru primenu ovih tipova transducera jo§ uvek postoje tesSkoce, jer zahtevaju

kompleksnu instrumentaciju [22].

2.3.2.4. Generacije biosenzora

Ako se posmatra konstrukcija, biosenzori se mogu podeliti u tri generacije.

Prvoj generaciji pripadaju biosenzori zasnovani na prostom vezivanju
biokomponente za membranu. Ta membrana se zatim na odgovarajuc¢i na¢in povezuje sa
transducerom, a proizvod reakcije biokomponente i ciljnog molekula difunduje do
transducera 1 proizvodi signal. Primer za prvu generaciju biosenzora je senzor za merenje
koncentracije glukoze (Slika 7). Enzim glukoza-oksidaza (GOD) je imobilizovana na
poliakrilamidni gel na gas-propustljivoj membrani koja prekriva kiseoni¢nu elektrodu.
Sli¢ni biosenzori konstruisani su i za detekciju holesterola, monoamina, laktata, oksalata,
etanola itd [53].

Druga generacija biosenzora podrazumeva specificne medijatore izmedu reakcije i
transducera, u cilju poboljSanja odgovora. Primer je biosenzor za odredivanje koncentracije
glukoze sa ferocenom kao medijatorom (Slika 8). Oksidacija glukoze odvija se zahvaljujuci
FAD komponenti glukoza-oksidaze, koja se konvertuje u FADH,. Potom se FADH,

reoksiduje do FAD pomocu medijatora ferocena. Medijator se reoksiduje direktno na
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elektrodi. Struja koja nastaje tokom ovog procesa je ampreometrijska mera koncentracije

glukoze [53].

mEmbrana
propustliva za

]
GOD —

gukoza

Slika 7. Biosenzor za merenje koncentracije glukoze; GOD — glukoza-oksidaza;

glukoza ‘X; FAD ‘_X_. Mred
glukonska l’
kiselina FADH, Mox 28

Slika 8. Princip rada biosenzora za odredivanje koncentracije glukoze sa ferocenom kao

medijatorom (M)

Na kraju, u tre¢oj generaciji biosenzora, biokomponenta se imobilizuje direktno na
transducer, $to dovodi do toga da sama reakcija uzrokuje odgovor i nisu direktno uklju¢eni
ni proizvod ni medijator. Problem ovde moze nastati ako je biokomponenta protein, jer se

oni uglavnom denaturiSu na povrsini elektrode. Takode, transfer elektrona moze biti spor i
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ireverzibilan. Dobro reSenje problema je modifikacija povrSine elektrode nekim
materijalom koji nije elektroaktivan i nije medijator. Taj materijal bi trebalo vodoni¢nim
vezama da veze protein. Vec¢ina biosenzora sa elektrohemijskim transducerom koji su danas

u upotrebi pripada ovoj generaciji [53].

2.3.2.5. Prednosti i ogranicenja biosenzora

Biosenzori predstavljaju vaznu analiticku alatku u danasnje vreme. Biosenzor
obezbeduje rezultate bolje od konvencionalnih analiti¢kih sistema u smislu pouzdanosti,
osetljivosti, reproduktivnosti, selektivnosti i specificnosti. Takode, biosenzor daje rezultate
u realnom vremenu, jednostavan je za rukovanje, prenosiv i ekonomican. Veoma je
znacajna mogucénost odredivanja ciljnog analita na licu mesta, kao i njegova detekcija u
kompleksnoj smesi uz minimalnu pripremu uzorka. Mogucénost uporedog odredivanja
bioloskih efekata (toksi¢nost, efekat na endokrini sistem) ciljnog analita predstavlja
informaciju od velikog zancaja.

Postojeca generacija biosenzora ima nekoliko ogranicenja, koja se moraju prevazici:
e osetljivost se mora poboljsati;

e specificnost zavisi od antitela, enzima i mikrobne ¢elije, pa treba pazljivo odabrati ono
Sto ¢e se koristiti shodno tome da li senzor sluzi za skrining ili identifikaciju specificnog
analita;

e vreme odgovora se mora skratiti;
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2.3.2.6. Primena biosenzora

Biosenzori se primenjuju u mnogim sektorima, ukljucujuéi kontolu bioprocesa i
zastitu zivotne sredine, kontrolu kvaliteta hrane, poljoprivredu, vojnu industriju, medicinu,
farmaciju i sli¢no.

Najpoznatiji primer komercijalnog biosenzora je biosenzor za odredivanje nivoa
glukoze u krvi. Princip rada ovog biosenzora zasniva se na koriS¢enju enzima glukoza
oksidaze imobilizovanog na elektrodu. Glukoza-oksidaza katalizuje oksidaciju glukoze, pri
¢emu se dva elektrona prenose na FAD (koji je deo enzima), koji se redukuje do FADH,. U
slede¢em koraku elektroni prelaze na elektrodu. Struja koja se pri ovom procesu javlja je
mera koncentracije glukoze. U ovom slucaju elektroda je transducer, a enzim je bioloska
senzorna komponenta [18].

Pored ovog primera, biosenzori se koriste u medicini za odredivanje raznih analita.
Klasi¢ne procedure za odredivanje razliCitih parametara traju po nekoliko dana, §to je u
sluajevima pacijenata sa intenzivne nege, Cije se stanje menja iz minuta u minut,
beskorisno. Takode, dijabeticarima je potrebna brza analiza nivoa glukoze u krvi. Tako
danas postoje biosensori za odrezivanje glukoze koje pacijenti koriste kod kucée [54].

Biotehnoloska industrija se sve viSe rayvija 1 zahteva analiticko pracenje procesa,
koje se potencijalno moze posti¢i pomocu biosenzora. To je posebno znacajno za dve
oblasti: pracenje aktivne komponente i1 proizvoda biotehnoloskog procesa 1 analiza
polutanata i mikrobioloskog zagadenja. Biosenzori su veoma selektivni zahvaljujuéi svojim
enzimskim ili imunoloskim komponentama i1 imaju sposobnost da iz kompleksne smeSe
molekula izdvoje ciljni analit [54].

Otkri¢e novih lekova je dugotrajno i naporno. Biosenzori predstavljaju moguénost
da se taj proces znacajno ubrza. U farmaceutskoj industriji biosenzori se koriste da
detektuju interakcije izmedu ciljnog molekula i potencijalnog leka bez koriS¢enja markera
ili pra¢enja promene boje ili fluorescencije. Biosezori mogu brzo da izmere koliko dobro se
potencijalni lek vezuje za ciljni analit. Prednost je i to Sto uzorci ne moraju biti preciséeni.

Primer koji ilustruje koliko biosenzori mogu ubrzati ispitivanje potencijalnih novih lekova
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je antidepresiv Prozak, koji je na trziSte dospeo tek posle 15 godina testiranja, dok je slican
lek novije generacije doziveo isto posle samo dve godine ispitivanja pomoc¢u biosenzora
[55].

Analiza hrane neophodna je da bi se zadovoljio Sirok spektar zahteva u industriji.
Potreba za ovim postoji da bi se postigli kvalitet i bezbednost hrane, kao i da se osigura
uskladenost sa propisima. Istrazivac¢i konstantno definiSu razne indekse vezane za
karakteristike hrane, koji mogu da ukazu na njen kvalitet 1 bezbednost [56]. Najcesce se
odreduju: alkohol u vinima, glukoza u Secerima i sirupima, biogeni amini kao indikatori za
svezinu hrane, penicilin u mleku, kontaminanti kao $to su pesticidi, toksini i mikrobi,
vodonik-peroksid i sulfiti kao prezervativi u raznim prehrambenim proizvodima, kao §to je

zamrznuto povrée itd. Tabela 2. daje primere razvijenih biosenzora za analizu hrane [57].

Tabela 2. Primeri razvijenih biosenzora za analizu hrane (Amp. — amperometrijski, Pot. —

potenciometrijski transducer)

Analit Uzorak Biokomponenta Transducer Grantc:t.z
detekcije
Fruktoza kMo?g’ solci D-fruktoza-dehidorgenaza Amp. 0,5-15 mM [58]
B-galaktozidaza,
Laktoza Hrana laktozim, Saccharomyces  Pot. — [59]
cerevisiae
Etanol Alkoholna Alkohol-dehidrogenaza i Am 3-1072-10" M
pica NaDH-oksidaza P: [60]
Polifenoli 111/1[jaes11novo Tirozinaza Amp 0,3-30 uM [61]
L-amino Sinteticki L-aminokiselina-oksidaza
. . . . . Amp. — [62]
kiseline uzorci 1 peroksidaza iz rena
Sulfit Vino Sulfit-oksidaza Amp ?82(1)2_0’3 mM
. Anti E. Coli i anti- 50-200 ¢elija/L
Bakterije Hrana salmonela antitela Amp. [64]
Pesticidi Mleko Holinesteraza Amp. 101107 M [65]
s . Acetilholieteraza i 5-10°-50 mg/kg
Pesticidi Povrce butirilholinesteraza Amp. [66]
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Postoji veliki potencijal za rutinsku i kontinualnu analizu prisustva necistoéa i
polutanata u vodi, zemljiStu i vazduhu. Broj potencijalnih analita je ogroman, a osnovni
parametri koji se prate su pH, provodljivost, razni neorganski joni i organske supstance kao
Sto su fenoli, urea, pesticidi. Za ispitivanje sadrzaja toksi¢nih supstanci u vodi i zemljistu
najc¢esSce se koriste celi organizmi. Vecina biosenzora koji se upotrebljavaju u zastiti
zivotne sredine fokusirani su na bakterijske sisteme, dok su biosenzori sa eukariotskim
c¢elijama retki. Jo$ redi su oni koji sadrze ¢elije sisara, iako one mogu dati bolji i za ¢oveka
relevantniji odgovor u poredenju sa bakterijama [67].

Veliki problem predstavlja ucestala upotreba pesticida u poljoprivredi, Sto je
rezultiralo njihovim obilnim prisustvom u prirodnim vodama. lako konvencionalne tehnike
poput HPLC/MS i GC/MS daju zadovoljavajuce analiticke rezultate pri odredivanju
pesticida, razvijaju se novi eseji i biosenzori za brze i jeftinije analize na licu mesta.
Enzimski biosenzori, zasnovani na inhibiciji odredenog enzima, najcesce se primenjuju za
odredivanje ovih jedinjenja [67]. U Tabeli 3. nalaze se biosenzori koji se koriste u zastiti

Zivotne sredine.
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Tabela 3. Primeri biosenzora koji se koriste u zastiti zivotne sredine

Transducer Senzorni Analit Karakteristike  Matriks
element
Elektrohemijski ~ Antitela Atrazin LD: 1 ug/L [68] -
(amperometrijski)
Opticki Antitela Simazin LD: 0,2 pg/L Prirodne,
[69] podzemne vode
Opticki Antitela Pesticidi 1 estroni [70] Recna voda
Elektrohemijski ~ Antitela Surfaktanti LD: pg/L opseg -
[71]
Elektrohemijski ~ Antitela Estradiol LD: 1 ng/L [72] -
(amperometrijski)
Elektrohemijski ~ Antitela Escherichia coli 10 ¢elija/mL Pijac¢a voda
(amperometrijski) [73]
Opticki Antitela Salmonella 10° éelija/mL -
enterditis, [74]
Lysteria
monocitogenes

Vojna industrija takode ima veliki interes za prenosive senzore, zbog detekcije
hemijskog oruzja, kao $to su npr. nervni gasovi [54]. Tehologija biosenzora se koristi i u
mornarici. Senzor koji je od nedavno u upotrebi, napravljen od provodljivih polimera
(sastojci donjeg vesa), moze dati podatke o tome da li vojnik krvari i da li je eventualna
povreda nastala na veni ili arteriji. Takode, postoje 1 minijaturni kompjuteri koje vojnik
moze progutati, a koji daju informacije o njegovom zdravstvenom stanju i nivou stresa.

Tehnologija biosenzora upotrebljava se i za testiranje zloupotrebe narkotika u
policiji, zatvorima, na grani¢nim prelazima, ali 1 u sportu (doping kontrola). Takode se sve
vise koristi i za detekciju eksploziva.

Uprkos velikom broju biosenzora koji se trenutno razvijaju i bogatoj literaturi na

ovu temu, malo sistema je joS uvek prakti¢no prihvatljivo za trziste (Tabela 4).
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Tabela 4. Komercijalni biosenzori

Instrument Bioloski element Transducer Kompanija
BIACORE Biomolekulska Opticki Biacore AB [75]
interakcija
IBIS Biomolekulska Opticki Windsor  Scientific,
interakcija Ltd. [76]
SPR-CELLIA Cele celije, Opticki Nippon Laser and
makromolekuli Electronics Lab
REMEDIOS Cele ¢elije Opticki Remedios
(bioluminiscencija)
Cellsence E. coli Elektrohemijski Euroclon, Ltd. [77]
(amperometrijski)
ToxSen™ Biomolekulska Elektrohemijski Abtech Scientific,
interakcija Ltd. [76]
PZ106 Antitela piezoelektri¢ni Universal Sensors
Immunobiosenzor
system

2.3.2.7. Biosenzori za detekciju organofosfatnih pesticida

Najvise istrazivanja uradeno je na polju razvoja biosenzora za detekciju
organofosfatnih pesticida. Znacajne su interakcije organofosfata sa specificnim
biomolekulima, gde OP mogu biti supstrati (npr. za organofosfat-hidrolazu - OPH),
inhibitori biomolekula (npr. acetilholinesteraze) ili antigeni [78].

Mehanizam inhibicije AChE pomocu organofosfata je veoma specifican, Sto je
dovelo do razvoja nekoliko analitickih metoda za identifikaciju i kvantifikaciju pesticida.
Holinesteraza kao biokomponenta potice iz razli¢itih vrsta (AChE iz elektri¢ne jegulje,
govedih eritrocita, humanih eritrocita ili butirilholinesteraza - BChE - iz konjskog i
humanog seruma) [66]. Ovi biosenzori mere enzimsku inhibiciju in vitro, a ona se moze

ekstrapolirati na in vivo inhibiciju.
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Pokazano je da jedan enzim moze biti meta veéeg broja toksi¢nih jedinjenja sa
razli¢itom inhibitornom mo¢i [79]. Tako biosenzori koji se zasnivaju na inhibiciji AChE
mere sumu toksicnih efekata svih pesticida u uzorku, ali ne mere njihovu ukupnu ni
pojedinacnu koncentraciju [80]. U kombinaciji sa raznim transducerima, kao S$to su
potenciometrijski [81; 82; 83; 84; 85; 86; 87], amperometrijski [88; 89; 90; 91; 92; 93],
opticki [94; 95; 96], piezoelektri¢ni [97] i konduktometrijski [98], oni daju zadovoljavajuce

rezultate. U Tabeli 5. su navedeni neki od tih biosenzora.

Tabela 5. Neki biosenzori za detekciju OP zasnovani na inhibiciji holinesteraza

Detekcija Enzim Supstrat Vreme Granica  Referenca

inkubacije detekcije

Amperometrijska AChE ASChCl 30 min 4 ng/ml [80]
Pt//Ag/AgCl

Amperometrijska AChE + ASChI, BuSChl 10 min 0.1 ng/ml [66]
Pt//Ag/AgCl BChE

Amperometrijska AChE PAPA 0 min 20 ng/ml  [89]
Pt//Ag/AgCl

Amperometrijska AChE + ACh 30 min 3 ng/ml [99]
H»0, - senzor ChO

Amperometrijska AChE + ASCh 1 min 27 ng/ml  [93]
Pt/Ag/AgCl ChO

Potenciometrijska AChE ACh 0 min 25ng/ml  [85]

pH - elektroda

Konduktometrijska ~ AChE, AChCI, BuChCl 10 min 275 ng/ml  [97]

BChE
Spektrofotometrijska AChE ASChCI+DTNB 10 min 3 ng/ml [92]
Hemiluminiscentna ~ AChE + ACh+luminol 30 min 0.75 [94]
ChO ng/ml

ASChCI - acetiltioholin-hlorid; ASChI — acetiltioholin-jodid; BuSChI — butiriltioholin-
jodid; AChCI — acetilholin-hlorid; BuChCl — butirilholin-hlorid;
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Najcesce korisc¢eni opticki transduceri su spektrofotometrijski 1 fluorimetrijski. Ipak,
spektrofotometrija cesto nije dovoljno osetljiva da bi se detektovali pesticidi u
koncentracijma u kojima se nalaze u realnim uzorcima (npr. voda za pice, povrée, voce,
zemljiste). Zbog toga je potrebno primeniti osetljivije tehnike za merenje apsorbancije
produkta reakcije izmedu AChE i supstrata. Sa druge strane, fluorimetrija je veoma
osetljiva metoda, ali zahteva supstrate koji daju fluorescentne proizvode. Nedavno su
opticke metode poboljSane koris¢enjem lasera [18]. Uprkos tome, najveci broj biosenzora
baziranih na inhibiciji AChE ima elektrohemijski transducer. Uglavnom su to
amperometrijski i potenciometrijski transduceri. Medu amperometrijskim, transduceri koji
se zasnivaju na pracenju H,O, pokazuju vecu osetljivost nego oni sa detekcijom potro$nje
kiseonika. Sa druge strane, potenciometrijski uredaji su najjednostavniji za konstruisanje i
koris¢enje.

Kao §to se iz do sada navedenog vidi, biosenzori bazirani na inhibiciji AChE
aktivno su istrazivani u poslednjih dvadeset godina. lako osetljivi 1 korisni kao jednokratni
senzori za pracenje zagadivaca u zivotnoj sredini, ovi biosenzori imaju neka ogranicenja.
Kao prvo, oni imaju dugotrajne i zamorne protokole koji zahtevaju dugu inkubaciju sa
inhibitoima pre analize, kako bi se obezbedila dobra osetljivost. Takode, potrebna je i
inkubacija sa 2-PAM da bi se aktivnost AChE povratila posle inhibicije sa OP [89; 98; 99].
Drugo, AChE moze biti, kao Sto je ve¢ pomenuto, inhibirana raznim neurotoksinima, §to
podrazumeva veliki broj OP, ali i karbamate i mnoga druga jedinjenja. To je razlog zasto
ovakvi biosenzori nisu selektivni i ne mogu biti upotrebljeni za kvantifikaciju pojedinacnih
pesticida.

OPH je enzim koji hidrolizuje Sirok spektar organofosfatnih estara, pesticida kao $to
su paration, kumafos i acefat, kao i hemijskih agenasa somana, sarina, tabuna i drugih [100;
101; 102; 103]. Hidrolizom svakog molekula ovih jedinjenja oslobadaju se protoni, a na
korelaciji broja protona i koncentracije molekula zasnivaju se potenciometrijska merenja.
Na taj nacin obezbeduju se jednostavnija, direktnija i brza merenja samo pesticida koji su
po strukturi organofosfati (nasuprot AChE biosenzorima, koji ne razlikuju klase peticida).

Pri tome, biosenzori koji se zasnivaju na OPH potencijalno bi mogli sluziti za
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kvantifikaciju pojedina¢nih OP kada bi se koristili kao detektor u konjukciji sa HPLC

sistemom za hromatografsko razdvajanje [104; 105].

2.4. Oksidacija organofosfatnih pesticida

U realnim uzorcima organofosfatni pesticidi se nalaze u tio-obliku i u izuzetno
niskim koncentracijama, najcesce reda veli¢ine ppb, a vrlo retko ppm. Budu¢i da su okso-
oblici organofosfata znatno jaci inhibitori AChE od tio-oblika, oksidacijom OP se granica
detekcije neke metode moze spustiti i za tri reda veli¢ine. Zato je oksidacija organo-

tiofosfatnih pesticida neophodan korak u analizama [80].

2.4.1. Oksidacija organofosfatnih pesticida neorganskim supstancama

Pesticidi su do sada najCeS¢e oksidovani neorganskim jedinjenjima. Kumaran i
saradnici [106] su proucavali povecanje efekta inhibicije AChE bromnom vodom
dodavanjem u sinteticku morsku vodu sa pesticidima. Tri godine kasnije [107] predlozili su
metodu za skrining organofosfatnih pesticida u zemljiStu. Pesticidi su najpre ekstrahovani
organskim rastvaracima, koji su potom uparavani, a ostatak je rastvaran u acetonitrilu u koji
je dodata bromna voda, kako bi se povecala osetljivost biosenzora. Odredena je inhibitorna
mo¢ i pogodna koncentracija bromne vode. Sli¢no tome, Kim [108] i Li [109] su razvili
pogodnu metodu za veoma brzu oksidaciju devet organofosfata pomoc¢u broma rastvorenog
u acetonitrilu. Veliki procenat polaznih jedinjenja na taj nacin preveden je u okso-oblike,
cak 82-100%. Pare broma su takode koriS¢ene za oksidaciju parationa [110].

N-bromsukcinimid (NBS) je privukao paznju kao jedinjenje koje tio-oblike
organofosfata brzo i specificno konvertuje u okso-oblike. HercSprung i saradnici (1990) su

predstavili metodu koja sa 100% efikasnosti prevodi pet odabranih organo-tiofosfata u
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okso-oblike u vodenim uzorcima. Finalna koncentracija NBS podeSena je tako da ne
dovodi do inhibicije AChE. Pomocu ove metode, koja ukljucuje i prekoncentraciju uzorka
u jednom koraku, mogu se odrediti i pesticidi koncentracije 0,1 ppb [111]. Jo§ dve
istrazivaCke grupe postigle su bolju osetljivost biosenzora za detekciju organofosfata
koris¢enjem NBS. Za tri ispitivana pesticida, hlorpirifos, fenitrotion i paration, inhibicija
AChE sa oksidovanim uzorkom bila je pet puta ve¢a u odnosu na neoksidovani [11; 80].
Prvu oksidaciju realnih uzoraka izveo je Sulc sa svojim saradnicima 2002. godine. Oni su
optimizovali uslove za detekciju pesticida u sokovima u prisustvu NBS kao sredstva za
oksidaciju [112].

Brom i NBS su, do skoro, bili jedini oksidanti koriS¢eni za povecanje osetljivosti
metoda za detekciju organofosfata. Vremenom su se razvile mnoge metode za oksidaciju
organo-tiofosfata, ali njihov cilj je uglavnom bio samo sinteza okso-oblika. Oksidacije su se
najcesce izvodile u organskim rastvaracima i pod drastiénim eksperimentalnim uslovima
[113; 114; 115; 116; 117; 118; 119; 120; 121; 122; 123; 124; 125; 126]. Oksidacija pri
takvim uslovima ne moze biti upotrebljena u detekciji organofosfatnih pesticida, osim ako

se ne uvedu neke modifikacije procedura.

2.4.2. Oksidacija organofosfatnih pesticida pomocu enzima

Poslednjih godina za oksidaciju organofosfatnih pesticida dosta su koriséeni i
enzimi. Cetiri hemoproteina, hloroperoksidaza, lignin-peroksidaza, peroksidaza iz rena i
citohrom ¢, upotrebljeni su za oksidaciju 10 razli¢itih organofosfata (azinfos-metil,
hlorpirifos, dihlorofention, dimetoat, paration, fosmet, terbufos, trihlorfon, fosfamidon i
DEF - S,S,S-tributilfosforotritionat). Od cetiri enzima, samo je hloroperoksidaza bila u
stanju da oksiduje 7 od 10 pesticida. Trihlorfon, fosfamidon i DEF nisu reagovali sa
hloroperoksidazom. Ovaj podatak nije iznenadujuéi, buduci da su sva 3 navedena jedinjenja
u okso-obliku i ve¢ poseduju atom kiseonika u fosfatnoj grupi. Preostala 3 enzima nisu pod

datim eksperimentalnim uslovima oksidovala nijedan od ispitivanih pesticida. U uzorcima
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oksidovanim u prisustvu hloroperoksidaze nisu pronadeni proizvodi hidrolize, kao ni
proizvodi halogenovanja [127]. Drugi autori pokazali su da peroksidaza iz rena moze da
oksiduje paration in vitro, ali u malom procentu, dok se veci deo hidrolizuje [128]. I
citohrom P450 koris¢en je za oksidaciju hlorpirifosa i parationa u cilju njihove detekcije.
Dobijeni rezultati bili su znatno bolji u odnosu na oksidaciju pomoc¢u NBS. To je posebno
doslo do izrazaja u slucaju realnih uzoraka, gde ¢ak ni mnogo vece koli¢ine NBS od inace
primenjivanih nisu dale zadovoljavajuce rezultate [129]. Svi ovi rezultati upuéuju na to da

se 1 neke druge peroksidaze mogu upotrebiti za oksidaciju organo-tiofosfata.

2.4.3. Elektrohemijska oksidacija organofosfatnih pesticida

U literatiri se pod elektrohemijskom oksidacijom organo-tiofosfata najceSce
podrazumeva njihov tretman u cilju razgradnje i1 prevodenja u netoksi¢ne oblike, u
idelanom slucaju njihova potpuna oksidacija do razli¢itih mineralnih formi [130; 131; 132;
133; 134; 135]. Procedure za elektrohemijsku oksidaciju pesticida se najceSce zasnivaju na
elektrohemijskom generisanju visoko reaktivnih radikalskih vrsta na anodama sa visokim
nadnaponom za razlaganje vode (obi¢no anode tipa Ti/TiO; ili nerdaju¢i celik), pri cemu
nastaju OHe, O+ i CIOH [136]. Ove kratkoziveée vrste brzo oksiduju organo-tiofosfate
(direktna oksidacija) ili prelaze u druge oksidanse koji se dele na primarne (Cly, O,) i
sekundarne (ClO,, Os;, H,O;) koji imaju znatno duze polu-vreme zivota i mogu da
difunduju od anode pri ¢emu se proces oksidacije nastavlja (sekundarna oksidacija) [137;
138]. U literaturi takode postoje podaci o elektrohemijskom tretmanu organo-tiofosfata
elektro-Fentonovom reakcijom [139; 140; 141; 142]. Pri pomenutom postupku
elektrohemijski se generise Fe’" jon koji u kiseloj sredini reaguje sa H,O, dajué¢i OHe
radikal koji reaguje sa organo-tiofosfatima uklanjajuéi ih iz rastvora.

Pored eletrohemijskog uklanjanja pesticida iz rastvora, elektrohemijski tretman se
moze iskorititi i za oksidaciju pesticida u cilju snizavanja njihove granice detekcije.

Evtugin i saradnici [143] su predlozi metod elektrohemijske ,,aktivacije* uzorka. Autori su
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demonstrirali da u slucaju elektrolitickog tremana sintetickog rastvora diazinona u 0,1 M
NaCl dolazi do spustanja granice detekcije za tri reda veli¢ine. Koris¢ene su elektrode od
staklastog ugljenika, dok je elektroliza trajala 7 do 15 minuta pri gustinama struja od 1,5 do
2 mA cm™. Prema autorima, u toku elektrolize generise se Cl, koji oksiduje diazinon, dok
snizavanje granice detekcije navodi na zakljucak da u ovom slucaju dolazi do prevodenja
diazinona iz tio- u okso- oblik, slicno hemijskoj oksidaciji bromom [108; 109], iako autori
nisu eksplicitno identifikovali proizvode nakon elektrohemijske aktivacije.

Vazno je napraviti paralelu izmedu elektrohemijskog tretmana rastvora pesticida u
cilju njihove degradacije i elektrohemijskog tretmana u cilju snizavanja granice detekcije.
Naime, u drugom slucaju jedini proizvod od interesa je okso- forma pesticida c¢ija je dalja
degradacija nepovoljna. Za razliku od elektrohemijskih tretmana koji za cilj imaju
degradaciju pesticida, Evtugin i saradnici su za elektrohemijski tretman koristili elektrode
od staklastog ugljenika, materijala koji pruza Sirok interval potencijala u kome nema
reakcija na povrsSini u odsustvu elektroaktivnih vrsta. Na taj nacin omoguceno je direktno
formiranje Cl, iz NaCl, a ne izuzetno reaktivnih OHe, O« 1 CIOH, $to je sprecilo intenzivnu
oksidaciju diazinona, i prema prikazanim rezultatima, selektivno prevodjenje u okso-

formu, Sto je ranije potvrdeno za slucaj hemijske oksidacije bromom [108; 109].

2.5. Mijeloperoksidaza

Mijeloperoksidaza (MPO, EC 1.11.1.7) je najzastupljeniji enzim u neutrofilima (od
1 % do 5 % suve mase Celije) [144; 145], a ima ga 1 u monocitima. Neutrofilnu peroksidazu
prvi je precistio Agner 1941. godine i zbog njene intenzivne zelene boje nazvao je
verdoperoksidaza [144]. Dalja istrazivanja tkivne distribucije enzima pokazala su da je
prisutan samo u mijeloidnim ¢elijama, pa je njegovo ime promenjeno u mijeloperoksidaza.
MPO se sintetizuje 1 pakuje u azurofilne (primarne) granule neutrofila tokom
promijelocitne faze razvica granulocita i prisutna je u zrelim granulocitima u mirovanju

[146]. Monociti takode sadrze MPO pozitivne citoplazmati¢ne granule, iako ih je mnogo
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manje nego u neutrofilima [147]. Ove peroksidazne granule se gube sazrevanjem monocita
u makrofage, iako je prisustvo MPO u makrofagima uoceno u odredenim patoloskim
stanjima [148; 149]. Uloga MPO kao komponente antimikrobnog sistema neutrofila
predlozena je 1967. godine, kada je uoceno da ovaj enzim ima jako antimikrobno dejstvo u
prisustvu H,O; i jona halogena [150; 151; 152].

Neutrofili pripadaju grupi profesionalnih fagocita kod ljudi. Oni ingestuju bakterije
u intracelijske odeljke nazvane fagozomi, u koje upucuju razlicite citotoksi¢ne agense.
Kada fagocituju, neutrofili podlezu prasku potrosnje kiseonika, ,respiratornom prasku®,
izazvanom NADPH-oksidaznim kompleksom, koji se agregira na fagozomalnoj membrani
(Slika 9) [153; 154]. Ovaj oksidazni sistem transportuje elektrone sa NADPH na
citoplazmatsku stranu membrane, na kiseonik u ekstracelularnoj i intrafagozomalnoj
teCnosti, gde se prvo formira superoksid-anjon, a onda i druge reaktivne vrste kiseonika
[155]. NADPH-oksidaza zdruzena sa H'-kanalom dovodi do efluksa H'-jona [156; 157].
Superoksid-anjon je uglavnom redukujuce sredstvo, ali moze da se ponasa i kao oksidujuce
sredstvo. Kada njegova dva molekula interaguju, jedan se oksiduje, a drugi redukuje, u
dismutaznoj reakciji u kojoj nastaju kiseonik i H,O,. Ovo se moze desiti spontano,
pogotovo na kiselim pH, ili moze biti katalizovano superoksid-dismutazom (SOD). Veci
deo kiseonika koji se potros$i u respiratornom prasku prede u H,O,. Ovako nastali H,O; je
oksidant sa citotoksi¢nim svojstvima. Ipak, najvec¢i deo nastalog H,O, iskoristi MPO u
reakciji sa hloridom, pri ¢emu nastaje hipohlorna kiselina (HOCI), ¢ime se toksi¢nost H,O,
prenosi na hipohlornu kiselinu (Slika 10) [156]. U zavisnosti od relativnih koncentracija
donora, enzim ulazi ili u ciklus halogenovanja (hlorinujuca aktivnost) ili peroksidacije

(peroksidazna aktivnost) [158; 159]. Fizioloski supstrat mijeloperoksidaze su hloridi [150].
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2.5.1. Reakcioni mehanizam mijeloperoksidaze

MPO u reakciji sa proizvodima koji nastaju tokom respiratornog praska fagocitoze,
kao i mnogim drugim supstratima, formira tri kompleksa: jedinjenje I, II i III, razli¢itih
spektralnih karakteristika. Feri ili nativna MPO (Fe (III)) reaguje sa H,O, i formira
jedinjenje I, koje sadrzi dva oksidujuca ekvivalenta vise bego nativni enzim (Shema 2,
reakcija 1). Jedinjenje I je oksogvozde (IV) [Fe(IV)=0], meduproizvod koji sadrzi porfirin
n-katjon radikal (Pors") [158]. Jedinjenje I MPO je jak oksidant jedno- i dvoelektronskih
oksidacionih reakcija. U zavisnosti od relativnih koncentracija donora enzim ulazi u ciklus
halogenovanja (Shema 2, reakcije 1 i 2) ili peroksidacije (Shema 2, reakcije 1, 3 1 4).

U ciklusu halogenovanja jedinjenje I u jednom dvoelektronksom koraku oksiduje
halogene X (hloride, bromide, jodide), kao i pseudohalogene tiocijanate (SCN’) u
odgovarajuée hipohalogene kiseline (HOX) i hipotiocijanatnu kiselinu (HOSCN) [160].
Fizioloski supstrat MPO su hloridi [150]. Standradni redukcioni potencijal para jedinjenje
I/nativna MPO je prili¢no visok (1,16 V) na pH 7 [161]. Jedinjenje I je spektrofotometrijski
okarakterisano apsorpcionim maksimumom na 412 nm [162].

U peroksidaznom ciklusu jedinjenje I se redukuje u dva uzastopna jednoelektronska
koraka preko jedinjenja II, protonovane oksogvozde(IV) vrste (Shema 2, reakcije 3 i 4).
Jedinjenje II je spektrofotometrijski okarakterisano apsorpcionim maksimumom na 456 nm
[163].

Mnogi neorganski i organski supstrati se ponasaju kao elektron-donori i za
jedinjenje I 1 za jedinjenje I [164]. Jedinjenje I je izuzetno jak jednoelektronski oksidant
zbog znatno veceg redukcionog potencijala jedinjenje I/jedinjenje II (1,35 V) od para
jedinjenje II/nativna MPO (0,97 V) na pH 7 [165]. Ova razlika u oksidativnim kapacitetima
jedinjenja I 1 II se odrazava na brzinu reakcija ovih intermedijera sa razli¢itim supstratima.
Losi peroksidazni supstrati koji brzo reaguju sa jedinjenjem I, a sporo redukuju jedinjenje 11
dobri su inhibitori proizvodnje HOX zato $to zarobljavaju enzim u obliku jedinjenja II i na

taj naCin onemogucavaju ciklus halogenovanja [166]. Ipak, oni ne mogu kompetitivno da
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inhibiraju peroksidaznu aktivnost, jer je ona zavisna od redukovanja jedinjenja II u nativni
enzim (Shema 2, reakcija 4).

Jedinjenje I kroz peroksidazni ciklus oksiduje brojne supstrate, kao Sto su fenoli,
anilini i B-diketoni u odgovarajuée slobodne radikale (*AH) (Shema 2, reakcije 1, 3 i 4)
[167; 168; 169].

MPO intermedijeri koji ne ucestvuju ni u hlorinuju¢em ni u peroksidaznom ciklusu
su Fe(Il) oblik MPO i jedinjenje III, koje je fero-dioksi/feri-superoksid anjon komleks
MPO (Shema 2). Sli¢no vis§im oksidacionim stanjima, redukcioni potencijal Fe(III)/Fe(II)
MPO je znatno visi (5 mV) od potencijala istog redoks-para drugih hem-peroksidaza [170].
Iz tog razloga MPO je veoma osetljiva na redukciju svog Fe(Il) oblika radikalima
intermedijera koji nastaju tokom peroksidaznog ciklusa (Shema 2, reakcija 11). U prisustvu
kiseonika Fe(II) MPO se brzo konvertuje u jedinjenje III (Shema 2, reakcija 8). Postoji i
mogucnost da jedinjenje III bude formirano reakcijom feri MPO sa superoksid-anjonom
(Shema 2, reakcija 9) ili jedinjenja II sa H,O, (Shema 2, reakcija 6) [171]. Jedinjenje III
treba posmatrati kao kompleks koji se moze raspasti u feri MPO 1 superoksid-anjon (Shema
2, reakcija 10) ili fero MPO 1 kiseonik (Shema 2, reakcija 7). Jedinjenje III je

spektrofotometrijski okarakterisano apsorpcionim maksimumom na 625 nm [172].
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2.5.2. Trodimenzionalna struktura mijeloperoksidaze

MPO je jedina sisarska peroksidaza ¢ija je trodimenzionalna struktura poznata.
Trodimenzionalna struktura mijeloperoksidaze prvi put je dobijena analizom kristalne
strukture enzima psa [173]. Struktura humane MPO je kasnije definisana [174; 175].
Mijeloperoksidaza je katjonski dimer od 146 kDa sa jednim disulfidnim mostom izmedu
simetri¢no povezanih polovina. Svaka polovina sastoji se od dva polipeptida od 14,5 i 58,5
kDa, a veci polipeptid je glikozilovan (Slika 11). Mali polipeptid sadrzi 106, a veliki 467
ostataka aminokiselina. Posotoji pet dodatnih intralancanih disulfidnih veza u velikom
polopeptidu i1 jednu u malom. Sekundarna struktura sacinjena je uglavnom od a-heliksa
[173; 174; 176]. Svaka polovina molekula poseduje centralno jezgro koje ¢ine 6 heliksa
kovalentno vezanih za hem (Slika 11). Pet heliksa poti¢e od velikog polipeptida, a Sesti od
malog. Najveci deo velikog polipeptida se uvija u 5 odvojenih domena 1 jednu otvorenu
petlju, koja okruzuje jezgro (Slika 11). Mali polipeptid se obmotava oko povrSine
molekula, pri ¢emu samo njegov karboksi terminalni heliks prodire u unutrasnjost jezgra.
Na pet mesta u velikom polipeptidu ostatak asparagina je N-glikozilovan (Asn157, Asn189,
Asn225, Asn317 1 Asn 563). Svaki monomer MPO sadrzi po jedan atom gvozda, u obliku

feri-protopofirina IX i jedan jon kalcijuma.

41



Slika 11. MPO dimer. Veliki polipeptidi
dve polovine su obojeni crveno i plavo,
dok su mali polipeptidi svetlije nijanse istih
boja. Ostale strukture: hem (zeleno),
ugljeni hidrati (narandzasto), kalcijum
(ljubicasto) i hloridi (zuto). U centru
molekula je disulfidna veza (predstavljena

crnom bojom).

Hem je identifikovan kao derivat protoporfirina IX u kome su metil-grupe na
pirolovim prstenovima A i C modifikovane (Slika 12a), tako da omogucavaju formiranje
estarskih veza sa karboksilnim grupama Glu242 teskog i Asp94 lakog polipeptida. B-
ugljenik vinilne grupe na pirolovom prstenu A gradi kovalentnu vezu sa atomom sumpora

Met243, pri ¢emu nastaje sulfonijum-jon veza (Slika 12b) [173; 174].

a

\ R239

Slika 12. a) Mreza vodoni¢nih veza i polozaji 5 molekula vode (W1-W5) u distalnoj
Supljini MPO u kojoj je smesSten hem. b) Neplanarni porfirinski presten u MPO 1 njegovo
kovalentno vezivanje za protein preko dve estarske veze (Glu242 i Asp94) i jedna veza

sulfonijum-jona (Met243). Dodatno, prikazani su proksimalni His336 i distalni kataliti¢ki
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ostaci His95, Arg239 i GIn91. Slika je konstruisana koriS¢enjem koordinata iz Protein

Data Bank [177].

Sulfonijum-jon veza ima dve uloge: sluzi kao supstituent koji privlaci elektrone
preko svog pozitivnog naelektrisanja i odgovoran je zajedno sa susednim ostatkom Glu242
za manju simetriju hem-grupe i distorziju planarne konformacije (Slika 12b) [174].
Postojanje ove veze je razlog specifi¢nih spektroskopskih osobina MPO. Kod MPO
Soretova traka na 430 nm znatno je pomerena ka crvenom delu spektra u odnosu na
Soretove trake drugih proteina, a poseduje i dodatne trake na 496, 570, 620 i 690 nm, koje
su odgovorne za karakteristicnu zelenu boju ovog enzima [178; 179; 180].

Hem je lociran u pukotini sa prilazom rastvaraca preko otvorenog kanala. U
distalnoj Supljini se nalazi pet molekula vode (W1-W5). Distalni His95 je vodoni¢no vezan
za molekul vode W1 koji se nalazi na pola puta izmedu Ne atoma His95 i gvozda hema
(Slika 12 a i b). Njegova udaljenost i od azota histidina i atoma gvozda ukazuje da je
vodoniéno vezan za histidin i slabo koordinovan sa gvozdem iz hema. Cetiri preostala
molekula vode formiraju vodoni¢ne veze sa His95, Arg239, GIn91, pirolovim C prstenom
hema, kao i medusobno (Slika 12a) [174]. Molekul vode W2 je vodoni¢nom vezom vezan
za Ne atom GIn91, W3 za NH, Arg239, W4 za propionat pirolovog C prstena hema, a W5

nema dodatno vodoni¢no vezivanje (Slika 12a) [174].
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3. MATERIJAL Il METODE

3.1. Hemikalije

Mijeloperoksidaza iz humanih neutrofila (A430/A280=0.84) dobijena je od Planta
Natural Products, Vienna, Austria, a koncentracija (1,85)(10'5 M) je odredena
spektrofotometrijski (e43=91000 M cm™) [181]. Katalaza poreklom iz govede jetre,
acetilholinesteraza iz elektri¢ne jegulje (specificna aktivnost 288 IU/mg), acetiltioholin-
jodid (ASChI), staklene kuglice sa kontrolisanom veli¢inom pora (CPG 240, 80-120 mesh—
controlled-pore glass), amonijum-acetat, glacijalna siréetna kiselina, acetonitril, o-
dianizidin-dihidrohlorid, taurin, dimetil-formamid (DMF) 1 5, 5' — ditio-bis-(2-
nitrobenzoeva kiseina) (DTNB) dobijeni su od Sigma — Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Kalijumhidrogen-fosfat (K,HPO4x3H,0), NaCl, KBr, KI, Nal, Na,S,03, glutaraldehid, 3-
aminopropil-trietoksi-silan, 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) 1 2-PAM dobijeni su od
Merck KgaA, Germany. Rastvori vodonik-peroksida pripremani su svakodnevno,
razblazivanjem osnovnog rastvora (30% m/V), a tatna koncentracija je odredivana
spektrofotometrijski (£240=43,6 M™ cm™) [182]. Organofosfatni pesticidi diazinon,
malation, hlorpirifos, azinfos-metil, forat, diazokson, malaokson, hlorpirifos-okson,
azinfos-metil-okson 1 forat-okson dobijeni su od Pestinal, Sigma-Aldrich, Denmark
(najmanje 93% cistoce). Radni rastvori pesticida pravljeni su svakodnevno razblazivanjem
osnovnog etanolnog rastvora koncentracije 1x10" M. Finalni rastvori sadrzali su
maksimalno 1% etanola, $to je bilo neophodno zbog rastvorljivosti. Fizicka svojstva ovih

pesticida date su u Tabeli 6, a njihovne formule na Shemi 3.
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Tabela 6. Fizicka svojstva ispitivanih pesticida

op Molekulska Molama Pojava Gustina  Rastvorljivostu  Generalno Particioni LDsp-
formula masa (g;’cms) vodi (mg/L) rastvorliiv i koeficijent, logP  oralno, za
(g/mol) (oktanol/voda) pacove
(mg/’kg)
Diazinon C1:HaN-O; 304,35 Bezbojna 1k 40 etanolu, 381 300-400
dosmeda (na20°C) (na 25°C) metanolu,
tecnost petrol-etru,
benzenu. .
Malation C1oH1506PS; 330,36 Bista 123 145 etanolu, 236 1000-
bezbojna  (na 25°C) (na 20°C) metanoln, 10000
tecnost acetony,
efil-etru. .
Hlorpinfos  CgHyCisNOsPS 350,59 Bezbojm 1,39 2 etanolu, 496 95.-270
kristali {na (ha 25°C) metanolu,
43.5°C) ksilen,
Azmmfos-  CiPNiH;8:0; 317,32 Namandiash 14 28 toluenu, 246 44-16
metil prozimi  (na 25°C) (na 25°C) dihlormetanu.
kristali etanolu,
acetomitrilu. ..
Forat C7H,;70:PS;: 260,38 Bistra 1,17 50 kstlenu, 392 1
bezbojna (na {na 25°C) etanolu. etm,
tecnost 2540°C) ugljen-
tetrahlondu. ..
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Shema 3. Strukturne formule ispitivanih organofosfata
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3.2. Koris¢ena oprema

3.2.1. Spektrofotometijska merenja

Spektrofotometrijska merenja obavljena su na aparatu UV-VIS Perkin Elmer,

Lambda 35, u staklenoj kiveti sa svetlosnim putem 1 cm.

3.2.2. Te¢na hromatografija

Hromatografske analize su radene na sistemu UPLC Waters ACQUITY Ultra
Performance Liquid Chromatography system sa TUV detektorom, Sto je kontrolisano
Empower softverom, na koloni ACQUITY UPLC™ BEH C;g, 1.7 pm, 100 mm x 2.1 mm
(Waters).

3.2.3. Gasna hromatografija

Hromatografske analize su radene na sistemu GC/MS Agilent 7890A, GC sistem sa
700A QqQ MS, kolona DB-5 MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm.

3.2.4. Proto¢ni injekcioni sistem (FIA)

Ispitivanja na imobilizovanoj acetilholinestarzi uradena su na FIA (flow injection

analysis) sistemu konstruisanom u Laboratoriji za fizicku hemiju INN Vinca. Sistem se
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sastoji od od bioanaliticke kolone (Slika 13) sa imobilizovanim enzimom, HPLC pumpe
(Dionex AMP-1), injektora (Waters U6K) sa petljom od 200 puL, i UV VIS detektora
(Spectra 200, Spectra Physics). Bioanaliticka komponenta FIA sistema napravljena je tako
Sto je kolona dimenzija 21x3 mm napunjena sa 10 - 13 mg imobilizovane AChE. Noseci
pufer bio je 50 mM forfatni pH 8. Shematski prikaz biosenzora dat je na Shemi 4, a uredaj

u celini je prikazan na Slici 14.

Slika 13. Bioanaliti¢ka kolona sa imobilizovanom AChE

Shema 4. Shematski prikaz biosenzora
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Slika 14. FIA sistem za analize na imobilizovanoj AChE

3.2.4.1. Imobilizacija AChE

0,55 mg AChE imobilizovano je na 0,15 g aktiviranog CPG prema metodi opisanoj
u literaturi [183; 184; 185]. Staklene kuglice su prokuvane u 5% azotnoj kiselini, a zatim
isprane dejonizovanom vodom i osusene na 95 °C. Vodeni rastvor aminoalkiliraju¢eg
agensa pripreman je dodavanjem 10 mL 3-aminopropil-trietoksisilana u 90 mL vode, pri
¢emu je pH podesavano na 3,5 pomocu 5 M HCI. U ovaj rastvor dodavano je osuseno
staklo 1 smesSa je inkubirana na 75 °C tokom 150 minuta uz meSanje na svakih 15 minuta.
Tretirano staklo je filtrirano, isprano dejonizovanom vodom i osuSeno. Proces aktivacije

ponovljen je 3 puta. Rastvor umrezivaca glutaraldehida (2,5 %) pripremljen je dodavaljem
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5 mL 25%-nog glutaraldehida u 45 mL 0,1 M fosfatnog pufera pH 7. Potom su alkilamino-
grupe aktiviranog stakla (0,4 g) umrezene pomocu 2 mL glutaraldehida u pari azota tokom
1 h i isprane dejonizovanom vodom. Enzim (0,55 mg) je rastvoren u 3 mL hladnog (4 °C)
50 mM fosfatnog pufera pH 6 i doveden u kontakt sa prethodno tretiranim staklom u struji
azota tokom 2,5 h. Posle filtriranja, imobilizovani enzim je ispiran istim puferom i vodom.

Imobilizovani enzim je skladisten u puferu na 4 °C do upotrebe.

3.2.5. Elektrohemijska merenja

Elektrohemijska merenja obavljena su pomocu Gamry PCI4/750 potenciostata
(Gamry Instruments, USA), koji je kontrolisan preko Gamry Framework v4.35. i Pine
Rotator (Pine Instruments, USA) sa disk elektrodom od staklastog ugljenika (povrSine

popreénog preseka 0,19625 cm?).

3.2.6. Ostala laboratorijska oprema

Za odmeravanje hemikalija koriS¢ene su analiticka vaga Mettler 1 tehnicka vaga
Mettler, za meSanje uzoraka magnetna mesSalica VELP scientifica, za odredivanje pH
rastvora pH metar Metrohm 713 sa kombinovanom elektrodom, a za centrifugiranje

centrifuga miniSpin plus, Eppendorf.
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3.3. Odredivanje aktivnosti AChE

Aktivnost AChE merena je pomoéu modifikovane Elmanove metode [186; 187;
188]. Finalna zapremina reakcione smese bila je 700 pL. Reakcija je pra¢ena tokom 8
minuta na 37 °C. Kao supstrat kori§éen je 0,075 M ASChI u kombinaciji sa 1x10* M
DTNB kao hromogenim agensom. Proizvod enzimske reakcije je tioholin, koji sa DTNB
gradi 5-tio-2-nitrobenzoat (TNB) zute boje (Shema 5), koji se prati spektrofotometrijski na
412 nm. Intenzitet boje je mera aktivnosti enzima. Reakcija je pracena u 50 mM fosfatnom
puferu pH 8, a zaustavljana je dodavanjem 50 pL natrijum-dodecil-sulfata (SDS)

koncentracije 1x10™ M.

H.O -

AChE + ASCh ——= AChE-ASCh ﬁ A-AChE AChE

SCh CH.COOH
DTNB
\’ TNB

Shema 5. Princip odredivanja aktivnosti AChE Elmanovom metodom

3.4. Oksidacija OP u prisustvu MPO

Ispitivane koncentracije organofosfata inkubirane su u 50 mM fosfatnom puferu pH
6 sa razli¢itim koncentracijama MPO, u reakcionoj smesi finalne zapremine 0,5-1,0 mL.
Reakcija je otpocinajna dodatkom H,O, i zaustavljana dodavanjem katalaze koncentracije
100 pg/mL. Reakcione smeSe su potom centrifugirane 10 minuta na 13000 rpm i

supernatant je koris¢en za dalje analize.
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3.5. Oksidacija OP elektrohemijski generisanim hlorom, bromom i jodom

Indirektna elektrohemijska oksidacija ispitivanih organo-tiofostata izvrSena je u
troelektrodnom sistemu sa radnom rotirajuéom elektrodom od staklastog ugljenika,
platinskom kao pomoénom i zasi¢enom kalomelovom elektrodom (ZKE) kao referentnom
elektrodom. Kao elektroliti¢ki rastvor koris¢en je 50 mM PBS pH 6,5 sa dodatkom CI°, Br’
ili I i organo-tiofosfata zeljene koncentracije, ukupne zapremine 20 mL. Pre svakog
eksperimenta radna elektroda je mehanicki ociS¢ena poliranjem sa dijamantskom pastom
(veli¢ina Cestica 1 — 5 pum), a potom isprana etanolom i dejonizovanom vodom. Oksidacija
je trajala 15 min u galvanostaskim uslovima pri gustini struje od 2 mA cm?, ¢ime je
omoguceno da u toku eksperimenta nastane bar 10 puta viSe halogena od prisutne
koncentracije organo-tiofosfata [143]. U toku eksperimenta rastvor je homogenizovan
rotiranjem radne elektrode brzinom od 900 rpm. Pored homogenizacije rastvora, rotacija
elektrode izaziva konvekcioni tok elektrolita normalno na povrSinu elektrode konstantno
dovode¢i novu koli¢inu reaktanata u blizinu elektrode, a takode i smanjuje debljinu

difuzionog sloja ubrzavaju¢i transfer mase [189].

3.6. Identifikacija proizvoda oksidacije OP

3.6.1. UPLC

Analize svih OP radene su pod izokratskim uslovima sa mobilnim fazama koje su se
sastojale od 20 mM amonijum-acetata u vodi (rastvor A) i 0,1 % siréetne kiseline u
acetonitrilu (rastvor B). U Tabeli 7. su dati zapreminski odnosi rastvora A i B koji su

koris¢eni za analizu pojedinacnih OP, kao 1 talasne duzine na kojima su
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spektrofotometrijski praceni. Najpogodnije (karakteristi¢ne) talasne duZzine izabrane su na

osnovu spektara snimanih u oblasti izmedu 200 i 700 nm.

Tabela 7. Zapreminski odnosi rastvora A i B u mobilnim fazama koris¢enim za UPLC

analizu ispitivanih OP

OP A:B (v/v) A (nm)
Diazinon i diazokson 25:75 245
Malation 1 malaokson 30:70 210
Hlorpirifos i hlorpirifos- 25:75 220
okson
Azinfos-metil 1 azinfos- 30:70 230

metil-okson

Forat 1 forat-okson 30:70 205

3.6.2. GC/MS

Svi ispitivani OP analizirani su pod istim uslovima. Injekciona zapremina bila je 1
nL, a temperatura injektora 250 °C. Nose¢i gas helijum pustan je sa protokom od 1,3
mL/min na 80 °C u modu sa konstantnim pritiskom. Temperatura kolone je linearno
programirana u opsegu od 80 — 300 °C tako da raste 10 °C/min. Maseni spektri dobijeni su
u MRM (multiple reaction monitoring) modu. Energija kolizije bila je 15 eV, a kolizioni

gas azot.
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3.7. Ispitivanje peroksidazne aktivnosti mijeloperoksidaze

MPO katalizuje tipi¢ne reakcije peroksidacije (jednacina 1).

H,0; + 2AH, — 2 AH + 2H,0 (1)

Peroksidazna aktivnost mijeloperoksidaze odredivana je po metodi Bradley et al.
(1982), pra¢enjem koncentracije nastalog oksidovanog oblika o-dianizidina u reakciji sa
vodonik-peroksidom i enzimom [190].

Za odredivanje peroksidazne aktivnosti MPO koris€en je supstrat o-dianizidin
finalne koncentracije 0,53 mM u reakcionoj smesi. Svez rastvor o-dianizidina pravljen je
pre pocetka svakog eksperimenta. Aktivnost je odredivana u 50 mM fosfatnom puferu pH 6
u prisustvu 0,15 mM vodonik-peroksida. Koncentracija vodonik-peroksida odredivana je
snimanjem apsorbancije na 240 nm (€40=43,6 mM'lcm'l). Osnovni rastvor MPO
koncentracije 1,29x10™ M je razblaZivan i dodavan u reakcione smese do Zeljenih finalnih
koncentracija.

Enzim 1 o-dianizidin su termostatirani 5 minuta na 25°C, nakon ¢ega je reakcija
zapocinjana dodavanjem vodonik-peroksida. Apsorbancija na 460 nm pracena je tokom
prvog minuta reakcije. Koncentracija oksidovanog oblika o-dianizidina odredena je

kori§éenjem €460=11,3 mM'cm™ [190].

3.8. Ispitivanje hlorinujuée aktivnosti mijeloperoksidaze

Hlorinujuca aktivnost mijeloperoksidaze pracena je po metodi Dypbukt et al. (1976)
[191]. Koncentracija hipohlorne kiseline ¢ije stvaranje u prisustvu vodonik-peroksida i
hlorida katalizuje mijeloperoksidaza (jednacina 2) odredivana je merenjem konverzije
taurina u taurin-hloramin, koji je detektovan koris¢enjem TMB u prisustvu jodida

(6645=30230 M'em™).
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H,0,+ X +H" — HOX + H,0 ()

Zeljene koncentracije mijeloperoksidaze inkubirane su 5 minuta u 20 mM
fosfatnom puferu pH 6,5, koji je sadrzao 100 mM natrijum-hlorid i 5 mM taurin.

Reakcije su otpocinjane dodavanjem 10 — 30 puM vodonik-peroksida uz brzo
mesanje i zaustavljane posle 30 minuta dodavanjem 100 pg/mL katalaze. Jedna zapremina
(600uL) ove reakcione smese je zatim brzo mesSana sa 0,25 zapremina (150uL) reagensa za
razvijanje boje. Nakon 5 minuta merena je apsorbancija na 645 nm i odredivana
koncentracija nastale hipohlorne kiseline.

Reagens za razvijanje boje sastojao se od 2 mM TMB u 400 mM acetatnom puferu
pH 5.4, koji je sadrzao 10 % DMF i1 100 uM natrijum-jodid. Ovaj rastvor je pripreman
rastvaranjem TMB u 100 % DMF koji je potom razblazivan acetatnim puferom do Zeljene

koncentracije TMB, a zatim je dodavan natrijum-jodid.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Inhibicija nativhe AChE organofosfatima

Toksi¢ni efekat organofosfatnih pesticida se pripisuje njihovoj ireverzibilnoj
inhibiciji AChE [184; 185; 192; 193; 194]. Poznato je da tio-oblici organofosfata (organo-
tiofosfati) u organizmu podleZzu metaboli¢kim transformacijama pod uticajem citohroma
P450, pri ¢emu nastaju okso-oblici (oksoni) tih jedinjenja, u kojima je atom sumpora iz tio-
grupe zamenjen atomom kiseonika [193; 195; 196]. Metabolicka transformacija organo-
tiofosfata u okso-oblike pod uticajem citohroma P450 prikazana je u prilogu (Slika P1).
na to da transformacija organofosfata iz tio- u okso-oblike predstavlja bitan korak u
bioanalitickim metodama za detekciju niskih koncentracija ovih jedinjenja u Zivotnoj
sredini, koje se baziraju na inhibiciji AChE, bilo je potrebno odrediti koncentracionu
zavisnost inhibicije ovog enzima kako tio-, tako i okso-oblicima odabranih organofosfatnih
pesticida. Pored toga, bilo je potrebno definisati i druge uslove, kao $to su koncentracija
enzima 1 vreme inkubacije, kako bi se dobio optimalni spektrofotometrijski signal za

detekciju niskih koncentracija inhibitora.

4.1.1. Optimizacija uslova za detekciju najniZe koncentracije OP primenom AChE

testa

Aktivnost AChE odredivana je u opsegu koncentracija 0,5 - 2,5 U/mL na nacin
prethodno opisan u poglavlju 3.3, primenom modifikovane Elmanove metode [186].
Aktivnost enzima je izrazena kao promena apsorbancije na 412 nm u minuti. Na Slici 15.

prikazani su dobijeni rezultati. Sa grafika se vidi da je zavisnost aktivnosti AChE od njene
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koncentracije u datom opsegu linearna. Obzirom na to da promena koncentracije
nagradenog 5-tio-2-nitrobenzoata pri koncentraciji AChE od 2,5 U/mL daje za 8 minuta
promenu apsorbancije za oko 0,5 jedinica, ta koncentracija enzima ¢e se koristiti u esejima

za odredivanje inhibicije.

006;
005;
004;
003;

0.02 -

Aktivnost AChE (AA/At)

0.01

0.00 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

[AChE] (U/mL)

Slika 15. Zavisnost aktivnosti AChE od njene koncentracije ispitana u 50 mM fosfatnom

puferu pH 8,0 pomoc¢u modifikovane Elmanove metode

Buduéi da je inhibicija AChE organofosfatima ireverzibilan proces zavisan od
vremena inkubacije, odredeno je minimalno vreme inkubacije AChE sa inhibitorima koje
¢e dati zadovoljavajuéu promenu optickog signala. Aktivnost enzima koncentracije 2,5
U/mL je odredivana AChE testom, na prethodno opisan nacin. Kao inhibitor uzet je
malation u koncentracijama 1x10™, 1x10™ i 1x10° M. Malation je inkubiran sa enzimom
na 37 °C tokom 20, 30 i 60 minuta pre otpocinjanja reakcije. Dobijeni rezultati prikazani su
na Slici 16. Pri koncentracijama 1x10* M i 1x10° M vremenska zavisnost procenta
inhibicije AChE je eksponencijalnog oblika i maksimalna vrednost inhibicije je dostignuta

posle 20 minuta inkubacije. Pri koncentraciji od 1x10° M sa povecanjem vremena
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inkubacije do 60 minuta aktivnost AChE se linearno smanjuje. Izborom vremena inkubacije
od 20 minuta znacajno se smanjuje vreme potrebno za analizu. Optimalno vreme je
izabrano na primeru malationa, ali se moze upotrebiti i za ostale OP, jer su sli¢ne strukture i

na isti nacin inhibiraju AChE.
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Slika 16. Odredivanje optimalnog vremena kontakta AChE koncentracije 2,5 U/mL 1
malationa koncentracija 1) 1x10™* M, 2) 1x10” M i 3) 1x10® M. Rezultati su prikazani kao

srednje vrednosti tri merenja.

4.1.2. Inhibicija AChE organo-tiofosfatima

Aktivnost AChE tio merena je pomocu AChE testa (poglavlje 3.3.) [184; 186], u
odsustvu (kontrola) i prisustvu diazinona, malationa, hlorpirifosa, azinfos-metila i forata.
Nativni enzim izlagan je ispitivanim organo-tiofosfatima u koncentracionom opsegu od

1x10® do 1x10” M. Na osnovu rezultata dobijenih u poglavlju 4.1.1. vreme inkubacije
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inhibitora 1 enzima iznosilo je 20 minuta, a potom je reakcija otpocinjana dodavanjem
supstrata i pracena 8§ minuta.
Na Slici 17. prikazane su inhibicione krive dobijene za ispitivane organo-tiofosfate.

Sve krive su sigmoidnog oblika.
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Slika 17. Zavisnost aktivnosti AChE (2,5 U/mL) od koncentracije ispitivanih organo-
tiofosfata. Vreme inkubacije AChE 1 organo-tiofosfata iznosilo je 20 minuta. Rezultati su
prikazani kao procenat srednje vrednosti tri merenja aktivnosti u odnosu na kontrolu u

odsustvu OP.

Iz podataka sa Slike 17. odredene su ICsy vrednosti (koncentracija inhibitora koja
indukuje 50% inhibicije enzimske aktivnosti) za sve inhibitore i prikazane u Tabeli 8. 1z

navedenog se vidi da je azinfos-metil najslabiji inhibitor AChE sa ICso 1,47x10* M, a vrlo
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blisku vrednost ICsy ima 1 diazinon, 1,40)(10'4 M. Forat, malation i hlorpirifos imaju ICsg
vrednosti za red veligine niZe i one su 4,14x107, 2,50x107 i 1,15x107 M, respektivno. U
grupi ispitanih organofosfata kao najjaci inhibitor AChE pri datim uslovima pokazao se
hlorpirifos. ICs, vrednosti su takode odredene pomoc¢u Hill-ove metode linearne regresione
analize (Slika 18) i prikazane u Tabeli 8, kao i Hill-ov koeficijent, ny. Poredenjem 1Cs,
vrednosti dobijenih Hill-ovom analizom 1 fitovanjem eksperimentalnih podataka
sigmoidnom krivom utvrdeno je da je njihova razlika u domenu eksperimentalne greske.
Dobijeni Hill-ovi koeficijenti za ispitivana jedinjenja su u saglasnosti sa ranije

objavljivanim vrednostima [197].
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Slika 18. Hill-ova analiza inhibicije aktivnosti AChE indukovane organo-tiofosfatima
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Tabela 8. ICso vrednosti dobijene Hill-ovom analizom i fitovanjem eksperimentlnih

podataka sigmoidnom krivom i Hill-ov koeficijent ny za ispitivane organo-tiofosfate

OP ICso (M) odredeno Hill-ova analiza
1z sigmoidne krive ICso (M) ny
Diazinon (1,40+0,21)x10™ (1,58+0,55)x10™ 1,120,1
Malation (2,50ﬂ:0,01)x10'5 (2,50ﬂ:0,55)x10'5 1,3+0,1
Hlorpirifos (1,15£0,05)x10” (1,17+0,55)x10” 1,6+0,1
Azinfos-metil (1,47+0,33)x10™ (1,20£0,55)x10™ 1,240,1
Forat (4,14+0,52)x10” (4,30£0,55)x10” 1,240,1

4.1.3. Inhibicija AChE okso-oblicima organofosfata

Inhibicija AChE okso-oblicima organofosfata (diazokson, malaokson, hlorpirifos-
okson, azinfos-metil-okson i forat-okson) ispitana je na nacin koji je prethodno opisan u
poglavlju 4.1.2. U ovom sluaju, organofosfati su bili u opsegu koncentracija od 1x10” do
1x10° M.

Na Slici 19. prikazane su dobijene inhibicione krive ispitivanih okso-oblika
organofosfata. Vidi se da su sve inhibicione krive sigmoidnog oblika, a da je inhibitorni

efekat veci za oko dva do tri reda veli¢ine u odnosu na odgovarajuce tio-oblike.
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Slika 19. Zavisnost aktivnosti AChE (2,5 U/mL) od koncentracije ispitivanih okso-oblika
OP. Vreme inkubacije AChE 1 organo-tiofosfata iznosilo je 20 minuta. Rezultati su
prikazani kao procenat srednje vrednosti tri merenja aktivnosti u odnosu na kontrolu u

odsustvu OP.

Iz rezultata prikazanih na Slici 19. odredene su vrednosti ICsg za ispitivane oksone 1
prikazani u Tabeli 9. U ovoj grupi najslabiji inhibitori AChE su forat-okson i hlorpirifos-
okson sa ICsy 2,00x107 M, a zatim slede diazokson, azinfos-metil-okson i malaokson sa
ICso vrednostima 5,90x107, 2,00x10™® i 1,85x10™ M, respektivno. Najjaci inhibitor AChE u
ovoj grupi jedinjenja je malaokson. ICsy vrednosti i Hill-ov koeficijent, ny, odredeni su
pomocu Hill-ove metode linearne regresione analize (Slika 20) i prikazane u Tabeli 9.
Dobijeni Hill-ovi koeficijenti za ispitivana jedinjenja su u saglasnosti sa ranije

objavljivanim vrednostima [197]. Poredenjem ICsy vrednosti dobijenih Hill-ovom analizom
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1 fitovanjem eksperimentalnih podataka sigmoidnom krivom utvrdeno je da je njihova

razlika u domenu eksperimentalne greske.

diazokson
malaokson

o O > e nm

forat-okson

hlorpirifos-okson
azinfos-metil-okson

log [% aktivnosti/(100-% aktivnosti)]
&
(3]

Slika 20. Hill-ova analiza inhibicije aktivnosti AChE

organofosfata

indukovane okso-oblicima

Tabela 9. ICsy vrednosti dobijene Hill-ovom analizom 1 fitovanjem eksperimentlnih

podataka sigmoidnom krivom 1 Hill-ov koeficijent ny za relevantne okso-oblike

organofosfata
OP ICso (M) odredeno Hill-ova analiza
iz sigmoidne krive ICso (M) ny

Diazokson (5,90+0,73)x10™ (6,60+0,55)x10™ 1,5+0,1

Malaokson (1,85ﬂ:0,51)x10'8 (1,50ﬂ:0,55)x10'8 1,4+0,1
Hlorpirifos-okson (2,00+0,81)x10” (1,30+0,55)x10” 1,120,1
Azinfos-metil-okson  (2,00+0,74)x10™ (2,30+0,55)x10™ 1,2+0,1

Forat-okson (2,00+0,35)x10” (1,70+0,55)x10” 1,3+0,1
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4.2. Prevodenje OP iz tio- u okso-oblik u prisustvu MPO

Rezultati poredenja ICsy vrednosti za inhibiciju AChE organo-tiofosfatima i
njihovim okso-analozima (Tabele 8 i 9) pokazuju da je u prisustvu okso-oblika stepen
inhibicije AChE ve¢i i za viSe od dva reda veli¢ine. lako prevodenje organo-tiofosfata u
okso-analoge pojacava toksi¢ni efekat OP na organizme koji su im izloZeni, ¢injenica je da
se ta pojava moze iskoristiti za snizavanje nivoa detekcije pesticida. Mnoga jedinjenja
koris¢ena su da bi se tio-oblici organofosfata preveli u okso-oblike [80; 109; 124]. Ova
transformacija moze se posti¢i i enzimskom reakcijom. U tu svrhu do sada uspes$no su
koriS¢eni citohrom ¢, hloroperoksidaza, lignin-peroksidaza i peroksidaza iz rena [127]. Ovi
rezultati upucuju na to da bi 1 druge peroksidaze mogle prevesti organofosfate iz tio- u
okso-oblik. Stoga je u daljem radu ispitana je moguénost upotrebe mijeloperoksidaze za

prevodenje OP iz tio- u okso-oblike.

4.2.1. Oksidacija

Prevodenje OP iz tio- u okso-oblik postignuto je izlaganjem 1x10° M OP dejstvu
100 nM MPO u toku 10 minuta. Reakcija je otpocinjana dodavanjem 50 uM H,0,, a
zaustavljana dodatkom katalaze. Da bi se tacno utvrdilo da li je reakcija koja se odigrava u
prisustvu mijeloperoksidaze zaista oksidacija, neophodno je bilo identifikovati novonastale
proizvode. U tu svhu upotrebljena je te¢na hromatografija pod ultra-visokim pritiskom
(eng. Ultra Performance Liquid Chromatography - UPLC), a kao dodatna metoda za
identifikaciju nastalih proizvoda odabranih jedinjenja gasno-masena hromatografija (eng.

Gas Chromatography / Mass Spectrometry — GC/MS).
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4.2.1.1. Identifikacija proizvoda oksidacije

4.2.1.1.1. UPLC

Proizvodi dobijeni biokatalitickom oksidacijom ispitivanih organo-tiofosfata
identifikovani su najpre pomo¢u UPLC-a. Napravljeni su standardni rastvori maksimalnih
dostupnih koncentracija odgovarajué¢ih tio- 1 okso-oblika ispitivanih organofosfata,
rastvorenih u acetonitrilu i snimljeni hromatogrami pod uslovima opisanim u poglavlju
3.5.1. Razvijene su metode za odredjivanje koncentracije svakog od ispitanih organofosfata
pomocu UPLC-a. Kalibracioni grafici, dobijeni pri eksperimentalnim uslovima (u pogledu
izbora mobilne faze i talasne duzine) odredenim za svako jedinjenje dati su u prilogu (Slika
P2).

Za identifikaciju proizvoda enzimske reakcije, organo-tiofosfati koncentracije 1x10°
> M izlagani su dejstvu 100 nM MPO u toku 10 min. Nakon zaustavljana reakcije dodatkom
katalaze, uzorci su razblazivani 10 puta u acetonitrilu, tako da je njihova finalna ukupna
koncentracija (polazno jedinjenje + nastali proizvod) koja je analizirana bila 1x10° M.
Snimljeni su hromatogrami oksidovanih uzoraka organotiofosfata pod istim uslovima kao
za standardne rastvore, i1 prikazani na Slikama 21-25. Iz dobijenih hromatograma odredjena
su retenciona vremena ispitanih jedinjenja 1 prikazana u Tabeli 10. Rezultati pokazuju, da
se u svim slu¢ajevima javljaju dva hromatografska pika. Identifikacija polaznih jedinjenja i
nastalih okso-oblika je omogucena poredenjem retencionih vremena oksidovanih uzoraka

organofosfata sa retencionim vremenima standarda iz Tabele 10.
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Slika 21. Hromatogrami A) standarda koji je sadrzao 1x10° M diazinon i 3,5x10° M
diazokson i B) oksidovanog uzorka ukupne koncentracije 1x10° M, dobijeni pri istim
uslovima. Analiza je uradena pomo¢u UPLC-a pod izokratskim uslovima, sa mobilnom
fazom koja se sastojala od rastvora CH;COOH u vodi koncentracije 0,1 % i acetonitrila u

zapreminskom odnosu 25:75.
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Slika 22. Hromatogrami A) standarda koji je sadrzao 1x10” M malation i 1x10™ M malaokson i B)
oksidovanog uzorka ukupne koncentracije 1x10° M, dobijeni pri istim uslovima. UPLC analiza je
uradena pod izokratskim uslovima, sa mobilnom fazom koja se sastojala od rastvora CH;COOH u

vodi koncentracije 0,1 % i acetonitrila u zapreminskom odnosu 30:70.
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Slika 23. Hromatogrami A) standarda koji je sadrzao 1x10° M hlorpirifos i 3x107 M

hlorpirifos-okson i B) oksidovanog uzorka ukupne koncentracije 1x10° M, dobijeni pri istim

uslovima. UPLC analiza je uradena pod izokratskim uslovima, sa mobilnom fazom koja se

sastojala od rastvora CH3COOH u vodi koncentracije 0,1 % 1 acetonitrila u zapreminskom

odnosu 25:75.
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Slika 24. Hromatogrami A) standarda koji je sadrzao 1x10° M azinfos-metil i 3,3x10* M

azinfos-metil-okson i B) oksidovanog uzorka ukupne koncentracije 1x10° M, dobijeni pri

istim uslovima. UPLC analiza je uradena pod izokratskim uslovima, sa mobilnom fazom koja

se sastojala od rastvora CH;COOH u vodi koncentracije 0,1 % i acetonitrila u zapreminskom

odnosu 30:70.
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Slika 25. Hromatogrami A) standarda koji je sadrzao 1x10” M forat i 5x10™ M forat-okson

i B) oksidovanog uzorka ukupne koncentracije 1x10°® M, dobijeni pri istim uslovima.

UPLC analiza je uradena pod izokratskim uslovima, sa mobilnom fazom koja se sastojala

od rastvora CH3COOH u vodi koncentracije 0,1 % 1 acetonitrila u zapreminskom odnosu

30:70.

Tabela 10. Retenciona vremena tio- i okso-oblika organofosfata dobijena pomoc¢u UPLC-a

OP RT (min) OP RT (min)
Diazinon 2,70 Diazokson 1,54
Malation 2,30 Malaokson 1,65

Hlorpirifos 4,25 Hlorpirifos-okson 2,00
Azinfos-metil 2,10 Azinfos-metil-okson 1,70
Forat 2,55 Forat-okson 2,30
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Prema hromatogramima prikazanim na Slikama 21-25 moze se zakljuciti da u svim
slu¢ajevima izlaganja tio-oblika organofosfata mijeloperoksidazi u reakcionoj smesi, pored
polaznog jedinjenja, postoji samo jedan glavni reakcioni proizvod. Prema retencionim
vremenima standarda (datim u Tabeli 10.) ti proizvodi su identifikovani kao okso-oblici

odgovarajuéih organo-tiofosfata.

4.2.1.1.1.1. Stabilnost oksidovanih oblika OP

Da bi se utvrdilo koliko dugo su proizvodi oksidacije stabilni, UPLC hromatogrami
oksidovanih uzoraka su snimani tokom 60 minuta posle zaustavljanja reakcije oksidacije
dodatkom katalaze. Kao primer, na Slici 26. prikazani su UPLC hromatogrami diazinona
oksidovanog u prisustvu MPO. Iz kalibracionih pravih za diazinon i diazokson (Slika P2)
odredene su koncentracije oba OP tokom 60 minuta i date u Tabeli 11. Nadeno je da se
izgled hromatograma 1 koncentracije OP nisu zna¢ajno menjale sa vremenom, kao i da su
za diazinon i diazokson one (0.73+0.08)x10” M i (0.27+0.02)x10™ M, respektivno. Ovi
rezultati takode potvrduju da nema drugih proizvoda oksidacije ni posle stajanja uzoraka na
sobnoj temperaturi tokom 60 minuta, odnosno da ne dolazi do daljeg razlaganja okso-
oblika. Sli¢ni rezultati dobijeni su kada je hloroperoksidaza koriS¢ena za oksidaciju nekih
organofosfata, nisu primeceni proizvodi hidrolize i halogenovanja [127; 198]. Ove reakcije
se takode mogu uporediti sa transformacijama OP pod dejstvom citohroma P450 u in vivo i
in vitro sistemima. Razlika je to $to je dalje cepanje oksona karakteristicno za oksidaciju
organofosfata u prisustvu citohroma P450, S§to nije primeéeno u slucajevima
hloroperoksidaze i mijeloperoksidaze. Sa druge strane, i oksidacija organofosfata nekim

neorganskim oksidantima, kao $to je ozon, vodi do hidrolize okso-formi [199].
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Slika 26. UPLC hromatogrami 1x10° M diazinona pre (1) i posle (2-5) 10 minuta
inkubacije sa 100 nM MPO. Oksidovani uzorci (2-5) su prac¢eni tokom 60 minuta, a vreme
izmedu dva konsekutivha hromatograma bilo je 20 minuta. Analiza je uradena pod
izokratskim uslovima, sa mobilnom fazom koja se sastojala od 25 % rastvora CH;COOH u

vodi koncentracije 0,1 % 1 75 % acetonitrila.

Tabela 11. Koncentracije diazinona i diazoksona u reakcionoj smesi odredene primenom
UPLC analize (kalibracioni grafici dati u prilogu, Slika P2) posle 10 minutne oksidacije sa

100 nM MPO i u narednih 60 minuta od zaustavljanja oksidacije.

t (min) Cdiazinon (M) Cdiazokson (M)

0 (0,73+0,08)x10~ (0,27+0,02)x10”
20 (0,72+0,08)x107 (0,28+0,02)x107
40 (0,74+0,08)x107 (0,27+0,02)x107
60 (0,73+0,08)x10~ (0,28+0,02)x10”
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4.2.1.1.2. GC/MS

Kao potvrda za rezultate dobijene analizama na UPLC-u, oksidovani uzorci
diazinona i malationa koncentracije 1x10° M su dodatno analizirani i na GC/MS-u.
Dobijeni GC hromatogrami prikazani su na Slici 27. U oba slucaja jasno se vide dva
hromatografska signala, jedan od polaznog jedinjenja, a drugi od nastalog proizvoda. Ovo
je 1 dodatni dokaz da pri oksidaciji OP u prisustvu MPO nastaje jedan glavni reakcioni
proizvod. Poredenjem masenih spektara jedinjenja koja se u tom signalu nalaze sa
spektrima iz baze podataka potvrdeno je da su nastali proizvodi okso-oblici polaznih
jedinjenja. Do istog zakljucka doslo se i poredenjem retencionih vremena sa standardima

koji su analizirani pri istim uslovima (Tabela 12).
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Slika 27. GC hromatogrami A) diazinona i B) malationa koncentracije 1x10° M

oksidovanih u prisustvu 100 nM MPO tokom 10 minuta

Tabela 12. Identifikacija proizvoda oksidacije organo-tiofosfata u prisustvu MPO pomocu

GC/MS-a

Jedinjenje Mr m/z RA RT

Diazinon 304 179, 137, 273 100 13.625
Diazokson 288 137,273 35 13.299
Malation 330 125,127, 173 100 15.462
Malaokson 314 127 47 14.664
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4.2.2. Optimizacija uslova za oksidaciju organo-tiofosfata

Na osnovu rezultata prikazanih u poglavlju 4.2.1. moze se zakljuciti da se ispitivani
organo-tiofosfati oksiduju u prisustvu MPO i1 H,O, prema Shemi 6, gde se kao proizvod

reakcije javlja okso-oblik:

_/ T HzOz _

i
O N
MPO /l
NN > _N

diazinon diazokson

Shema 6. Prevodenje diazinona u diazokson

Da bi se ispitivani organofosfati u $to ve¢em procentu preveli iz tio- u okso-oblik
(Shema 8), bilo je potrebno optimizovati uslove pod kojima dolazi do oksidacije. Odredena
je optimalna koncentracija H,O; pri kojoj MPO najefikasnije katalizuje oksidaciju organo-
tiofosfata, optimalno vreme inkubacije organo-tiofosfata sa MPO, minimalna koncentracija
MPO koju je potrebno koristiti kako bi se postigao zadovoljavajuéi procenat prevodenja iz

tio- u okso-oblik OP, kao i optimalni pH i temperatura za izvodenje reakcije.
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4.2.2.1. Odredivanje optimalne koncentracije H,O; za oksidaciju OP u prisustvu MPO

U cilju odredivanja optimalnih uslova za konverziju ispitivanih organofosfata iz tio-
u okso-oblik, ispitan je uticaj H,O, koncentracija izmedu 1 i 200 uM na oksidaciju OP
finalne koncentracije 1x10” M, pri razli¢itim koncentracijama MPO (10, 50 i 100 nM).
Inkubaciono vreme izmedu ispitivanih OP i MPO bilo je 10 minuta. Oksidacija se odvijala
u 50 mM fosfatnom puferu pH 6 na sobnoj temperaturi (25 °C). Budu¢i da su okso-forme
organofosfata potentniji inhibitori AChE od tio-oblika, dinamika formiranja oksona prac¢ena
je AChE testom (poglavlje 3.3.) [187; 188; 192]. AChE je 20 minuta inkubirana sa
ispitivanim organofosfatima posle njihove oksidacije u prisustvu MPO. Pri odredivanju
preostale aktivnosti AChE svi uzorci su razblazivani 10 puta. Procenat inhibicije AChE
indukovan oksidovanim uzorcima organo-tiofosfata razmatran je samo kao posledica
povecanja koncentracije okso-forme, jer je u dodatnim eksperimentima utvrdeno da nema
sinergizma izmedu uticaja tio- i odgovarajuc¢eg okso-oblika na aktivnost AChE.

Na Slici 28. prikazana je zavisnost aktivnosti AChE posle izlaganja 1x10° M
oksidovanim OP od koncentracije H,O,, za razli¢ite koncentracije MPO. U svim ispitanim
slucajevima aktivnost AChE najpre opada sa povecanjem koncentracije H,O, 1 dostize
minimum, a zatim raste 1 dostize vrednost koja odgovara inhibiciji koju indukuje pocetna
koncentracija polaznog jedinjenja. Sa grafika na Slici 28. se vidi da koncentracija H,0O,
potrebna da se dostigne najveci procenat inhibicije AChE za datu koncentraciju MPO raste
sa povecanjem koncentracije MPO. Sa druge strane, kada su OP oksidovani u prisustvu
vec¢ih koncentracija H,O, nije uo¢ena promena u inhibiciji AChE. Ova pojava je posledica
¢injenice da je aktivnost MPO inhibirana kada je H,O, u visku [200; 201]. Paralelni
eksperimenti bez MPO pokazali su da sam H,O, ne dovodi do oksidacije organo-tiofosfata
pod istim eksperimentalnim uslovima. Iz prikazanih rezultata takode je moguce zakljuciti
da je optimalna koncentracija H,O, za oksidaciju ispitanih organo-tiofosfata u svim

slucajevima bila oko 50 uM kada je koncentracija MPO 100 nM.
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4.2.2.2. Uticaj vremena inkubacije MPO sa OP na oksidaciju

U cilju utvrdivanja uticaja vremena inkubacije ispitivanih OP (koncentracija 1x107,
1x10° i 1x107 M) i MPO (100 nM) na efikasnost oksidacije, vreme inkubacije je varirano
od 1 do 30 minuta. Pri oksidaciji OP u prisustvu MPO koncentracija H,O, je bila
konstantna (50 pM). Reakcija oksidacije se odigravala u 50 mM fosfatnom puferu pH 6 na
sobnoj temperaturi (25 °C). Efikasnost oksidacije (posmatrana kroz efekat oksidovanih OP
na inhibiciju AChE) je pra¢ena pomo¢u AChE testa, na prethodno opisan nacin (poglavlje
3.3). Zavisnost aktivnosti AChE posle izlaganja oksidovanim organo-tiofosfatima od
vremena inkubacije predstavljena je na Slici 29. Aktivnost AChE u prisustvu oksidovanih
uzoraka ispitivanih OP smanjivala se sa produzivanjem vremena inkubacije, Sto ukazuje na
porast koncentracije okso-formi odgovarajucih jedinjenja. Posle oko 30 minuta, u svim
ispitivanim slucajevima, doSlo je do konstantnog nivoa aktivnosti AChE, iz Cega se
zakljucuje da je u toj tacki nastala maksimalna koli¢ina oksona pod datim uslovima. Sa
druge strane, sa Slike 29. moze se videti da je promena aktivnosti AChE u svim ispitivanim
slucajevima neznatna u toku poslednjih 20 minuta, te je kao optimalno vreme inkubacije
MPO 1 oksidovanih OP odabrano 10 minuta, kako bi se maksimalno skratila procedura uz

zadrzavanje nivoa osetljivosti.
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Slika 29. Zavisnost aktivnosti AChE posle
izlaganja oksidovanom A) diazinonu, B)
malationu, C) hlorpirifosu, D) azinfos-
metilu 1 E) foratu (pocetne koncentracije
tio-formi bile su 1x107, 1x10° i 1x107 M)
od vremena inkubacije 100 nM MPO sa
OP, koje je varirano do 0 do 30 minuta, u
prisustvu 50 uM H,O,, na pH 6 i sobnoj
temperaturi (25 °C)
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4.2.2.2.1. Odredivanje kinetickih konstanti za proces oksidacije OP u prisustvu MPO

Iz podataka prikazanih u poglavlju 4.2.2.2. moguce je odrediti kineticke parametre

reakcije oksidacije OP u prisustvu MPO primenom AChE testa za odredivanje

koncentracije nastalih okso-oblika. Pocetne brzine procesa oksidacije odredene su iz

podataka prikazanih u prilogu (Slika P3). Koncentracije okso-oblika odredene su iz

zavisnosti aktivnosti AChE od koncentracije oksona (Slika 19) i prikazane u Tabeli 13.

Zahvaljuju¢i podacima u Tabeli 13. konstruisani su Lineweaver-Burk-ovi dijagrami (Slika

30), pomoc¢u kojih su odredene kineticke konstante i zajedno sa pocetnim brzinama

prikazane u Tabeli 14.

Tabela 13. Vremenska zavisnost koncentracije okso-oblika OP nastalih posle izlaganja

organo-tiofosfata dejstvu 100 nM MPO tokom razli¢itih vremenskih intervala

Cratems t (mum) Diarmnon Malation Hlorpintfos Amnnfor-menil Forat
e Al 08 Coum Al80¢ Cogmm  A(w0d Choms A08 Couom A(%0d Cowm
(M) konotrole) (M) lontrole) M kontrole) (D) kontrale) (M) kontrole) D

5 og 43107 51 1,1x107 o7 21x10™ 88 6.3x107 94 24x107

1x107 1o o6 6.8x10™ 2 30 o4 a0x10® g2 g 210" 93 2.5x10*
30 92 1.ixto? L7 5 ol ol 6.0l 0% 7 9, 1x107° 91 3sx10t

5 90 14x107 i3 2 0xlg™ 03 48107 79 5 1x107 57 5.7x107

sx107 10 77 2.8x10* E Lixi0” 83 7.3x10% 74 11x10* 26 5.8x10®
30 73 ERCT IR 5 1.5x107 85 2.6x107 i 1.2x10° 23 g.ax10”

5 &0 2.4x107 34 2 ixl0™ ] 7.3x10™ 73 10107 23 8.4x10™

1x10° 10 62 4.5x10% 7 1.ix107 g1 Lox107 b | 1.2x10% g1 9 7x10™*
30 80 4ox10? 4 1.8x10” 8 Lix107 68 1,3x10% 70 L.ix107

5 53 5.6x107 EE 2 2x107 (] 1.7x107 71 1,107 50 19107

sx10* 10 33 9 5x10* 6 1.3x107 52 1.9x107 &4 1.4x10° 64 265107
30 33 1.ox10” 3 2.1x10”7 43 21x107 81 1.5x10° 52 2.9x107
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Slika 30. Lineweaver-Burk-ovi dijagrami za oksidaciju OP pomoc¢u 100 nM MPO na 25 °C

Tabela 14. Pocetne brzine i kineticke konstante za oksidaciju OP u prisustvu MPO

Pocetno Diazinon Malation  Hlorpirifos Azinfos- Forat
jedinjenje metil
C (kM) Vo (uMmin™)
0,1 8,39x10”  4,77x10°  502x10°  1,11x10°  3,24x10”
0,5 3,63x10°  127x10%  9,63x10°  1,52x10°  7,85x107
1 585x10°  1,29x10%  1,41x10%  1,63x10°  1,33x107
5 1,25x10%  1,53x10%  2,73x10%  1,92x10°  3,52x107
Km (uM) 2,081 0,256 0,283 0,067 1,367
Vinax (WMmin™) 0,0183 0,0171 0,0188 0,0018 0,0399
keat (min™) 0,183 0,171 0,188 0,018 0,399
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Iz rezultata prilozenih u Tabeli 14. vidi se da je vrednost Km najniza za azinfos-
metil 1 iznosi 0,067 uM, a zatim slede malation, hlorpirifos, forat i diazinon sa vrednostima
0,256, 0,283, 1,367 i 2,081 uM, respektivno. Budué¢i da je Km mera afiniteta enzima ka
supstratu, iz ovih vrednosti mozemo proceniti afinitet MPO ka ispitivanim OP. MPO ima,

dakle, najveci afinitet ka azinfos-metilu, a najnizi ka diazinonu.

4.2.2.3. Oksidacija OP u zavisnosti od koncentracije MPO

Uticaj koncentracije mijeloperoksidaze u rasponu od 10 do 100 nM na oksidaciju
1x107, 1x10° i 1x107 M ispitivanih organo-tiofosfata odredivan je posle 10 minuta
inkubacije OP sa MPO. Koncentracija H,O, bila je konstantna (50 uM), a oksidacija
izvedena na pH 6 1 sobnoj temperaturi (25 °C). Efikasnost oksidacije je pra¢ena pomocu
AChE testa, na prethodno opisan nacin (poglavlje 3.3). Uticaj koncentracije MPO na
oksidaciju ispitivanih OP prikazan je na Slici 31. U svim ispitanim slucajevima
koncentracije MPO iznad 10 nM dovele su do povecanja inhibicije AChE. Iz prikazanih
rezultata se vidi da je inhibicija AChE najvecéa posle inkubacije ovog enzima sa OP koji su

oksidovani u prisustvu 100 nM MPO.
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4.2.2.4. Oksidacija OP u prisustvu MPO u zavisnosti od pH

U cilju pronalazenja optimalne pH vrednosti za prevodenje ispitivanih organo-
tiofosfata u odgovarajuce okso-oblike, pH reakcione smese je varirano u opsegu od 5,0 do
8,0. Ispitivani organo-tiofosfati koncentracije 1x10” M inkubirani su 10 minuta sa 100 nM
MPO u prisustvu 50 uM H,0, na sobnoj temperaturi. Uticaj pH vrednosti reakcione smese
na oksidaciju OP u prisustvu MPO pracen je AChE testom (poglavlje 3.3). Dobijeni
rezultati predstavljeni su na Slici 32. Sa prikazanog grafika vidi se da je optimalna pH
vrednost za oksidaciju svih ispitivanih OP u prisustvu MPO 6,0. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa optimalnom pH vrednos$cu za aktivnost mijeloperoksidaze (Slika 33), kao i sa
rezultatima odredivanja optimalne pH vrednosti za oksidaciju drugih jedinjenja u prisustvu

MPO [202].

—=— malation
100 - —e— diazinon
—A— hlorpirifos
—o— azinfos-metil
80 - i —o— forat
/
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A ™~
2 eof \i
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Slika 32. Zavisnost inhibicije AChE u prisustvu OP — okso-formi (nagradenih inkubacijom
1x10”7 M OP u toku 10 minuta sa 100 nM MPO) od pH reakcione smese
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Slika 33. Odredivanje optimalne pH vrednosti za aktivnost MPO koncentracije 10 nM

4.2.2.5. Zavisnost oksidacije OP u prisustvu MPO od temperature reakcione smese

Optimalna temperatura za oksidaciju organo-tiofosfata ispitivana je u opsegu od 25
(sobna temperatura) do 50 °C. Najpre je odredena optimalna temperatura za peroksidaznu
aktivnost 10 nM MPO na pH 6 i rezultati su prikazani na Slici 34. Sa grafika se vidi da je
mijeloperoksidaza najaktivnija na 37 °C, ali 1 da razlike u aktivnosti na ispitivanim

temperaturama nisu velike.
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Slika 34. Odredivanje optimalne temperature za aktivnost MPO (10 nM) na pH 6

Organo-tiofosfati (diazinon, malation, hlorpirifos, azinfos-metil, forat) koncentracije
1x10° i 1x10”7 M inkubirani su 10 minuta sa 100 nM MPO u prisustvu 50 uM H,O; u
fosfatnom puferu pH 6, a oksidacija je dalje pracena AChE testom. Dobijeni rezultati su
predstavljeni na Slici 35. Dati grafici pokazuju da je u slucaju svih ispitivanih OP
optimalna temperatura za oksidaciju 37 °C. Takode, efikasnost oksidacije raste za oko 10 %
kada se temperatura poveca za 10 °C. Ipak, poveéanje temperature iznad 37 °C dovodi do
smanjenja efikasnosti oksidacije. Uprkosu utvrdenom optimumu od 37 °C, dalja merenja su
izvodena na sobnoj temperaturi, budu¢i da se sa grafika na Slici 35. vidi da razlika u
efikasnosti oksidacije nije znaCajna. Ovi rezultati su u saglasnosti sa temperaturnim
optimumom koji je odreden za aktivnost MPO (Slika 34), kao i sa temperaturnim

optimumom za oksidaciju nekih drugih jedinjenja u prisustvu MPO [203].
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Slika 35. Uticaj temperature reakcione smese
na inhibiciju AChE u prisustvu oksidovanog
A) diazinona, B) malationa, C) hlorpirifosa,
D) azinfos-metila 1 E) forata (pocetna
koncentracija 1x10° i 1x107 M). Oksidacija
se odvijala u prisustvu 100 nM MPO, 50 uM
H,0,, tokom 10 minuta, na pH 6.
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4.2.2.5.1. Odredivanje aktivacione energije oksidacije

Budu¢i da je reakcija oksidacije organo-tiofosfata posmatrana u uslovima pseudo-
prvog reda, iz podataka prikazanih u poglavlju 4.2.2.5. bilo je moguce izracunati konstante
brzina na razli¢itim temperaturama i prividnu energiju aktivacije za oksidaciju svakog
pojedinacnog pesticida. Koncentracije tio-oblika OP odredivanje su primenom AChE testa
(poglavlje 3.3) i grafika na Slici 19 (kao razlika u koncentraciji pocetnog OP i nastalog
okso-oblika). Konstante brzine reakcije odredene su fitovanjem eksperimentanih podataka
jednacinom:

Vo=kC,

gde je Vj pocetna brzina reakcije na odredenoj temperaturi 1 za odredenu pocetnu
koncentraciju OP, k konstanta brzine reakcije na odredenoj temperaturi, a Cy pocetna

koncentracija OP. Rezultati su prikazani u Tabeli 15.

Tabela 15. Konstante brzina na temperaturama 25, 30 1 37 °C i prividne energije aktivacije

za oksidaciju ispitivanih OP u prisustvu 100 nM MPO

k (min™)
OP 25°C 30 °C 37 °C E, (KJ/mol)

Diazinon (5.07+0.72)x107  (5.35+1.52)x107  (6.15£0.42)x10°  12.6+2.1

Malation (2.62+0.43)x107  (3.00+0.06)x107  (5.19+0.08)x10*  45.0£9.9

Hlorpirifos  (1.24+0.45)x107 (1.37+£0.76)x10” (1.54+0.26)x10”  13.8+0.5

Azinfos-metil  (1.49+0.91)x10° (1.81+1.12)x10” (3.35+£1.55)x10°  53.0+9.9

Forat (1.34£0.39)x107  (1.3940.14)x107  (1.94+0.44)x10°  24.5+8.9
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Iz rezultata prikazanih u Tabeli 15. vidi se da konstante brzine oksidacije rastu sa
poveéanjem temperature, Sto je 1 ocekivano. Uticaj temperature na brzinu nekog
elementarnog reakcionog koraka opisuje Arenijusova jednacina:

keAe EVRT

gde je k konstanta brzine reakcije, A konstanta frekvencije sudara, E, energija
aktivacije, R gasna konstanta (8,314 Jmol'K™) i T temperature izraZena u Kelvinovim
stepenima. Iz logaritmovanog oblika ove jednacine i zavisnosti Ink od 1/T odredene su
vrednosti Ea i date u Tabeli 15. Prividne energije aktivacije se kre¢u od 12.6 i 13.8 KJ/mol
za diazinon 1 hlorpirifos, dok za forat, malation i azinfos-metil iznose 24.5, 45 1 53 KJ/mol,
respektivno. Takode, dobijene vrednosti su veoma sli¢ne energijama aktivacije oksidacija
OP sa drugim agensima [204]. Opisno, energija aktivacije je veli¢ina energetske barijere
koju reaktanti moraju da savladaju u prelaznom stanju da bi nastao proizvod. Sto je
temperatura visa, to je veca brzina kretanja molekula, a samim tim 1 broj sudara u jedinici
vremena i energija sudara. Sa poviSavanjem temperature povecava se i broj sudara u kojima
molekuli imaju dovoljno energije da savladaju energiju aktivacije. Samim tim se povecava i
brzina hemijske (enzimske) reakcije. Dakle, Sto je energija aktivacije manja, to je reakcija
brza. Za slozene hemijske procese takode je moguce primeniti Arenijusov izraz, ali je
fizicki smisao parametara A 1 E, drugaciji u odnosu na slucaj kada se posmatra elementarni
reakcioni stupanj, a krajnja brzina hemijskog procesa zavisi od odnosa vrednosti
predeksponencijalnog faktora A 1 vrednosti prividne E,. Sli¢no razli¢itim vrednostima
prividne energije aktivacije, vrednost A za oksidaciju OP pomo¢u MPO se nalazi u Sirokom
intervalu vrednosti (-1 < In A < 15). S obzirom da je za elementarni reakcioni korak
vrednost A u vezi sa frekvencijom sudara reagujucih vrsta pretpostavljeno je da se vrednost
predeksponencijalnog faktora u Arenijusovom izrazu moze povezati sa afinitetom MPO
prema odgovaraju¢em OP, opisanom pomocu vrednosti Mihelis-Mentenove konstante K,

(Slika 36).
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Slika 36. Korelacija vrednosti Km 1 InA za sve ispitivane OP

Svi ispitivani OP, izuzev hlorpirifosa, pokazuju da obrnutu korelaciju InA i Ky, U
slucaju hlorpirifosa nadena je mala prividna E, dok uprkos maloj vrednosti
predeksponencijalnog faktora A pokazuje vrlo veliku brzinu oksidacije pomo¢u MPO koja

takode ima veliki afinitet prema ovom OP.

4.2.3. Primena utvrdenih optimalnih uslova oksidacije OP u prisustvu MPO u

modifikaciji AChE testa za detekciju OP

Po odredivanju optimalnih uslova za oksidaciju organofosfata u prisustvu MPO,
ispitana je inhibicija AChE pomoc¢u oksidovanih organo-tiofosfata u opsegu koncentracija
od 1x10° do 1x10° M. Rezultati su prikazani zajedno sa inhibicionim krivama
pojedinacnih tio- (krive 1) i okso-oblika (krive 2) organofosfata na Slici 37. Na

inhibicionim krivama se vidi da su okso-oblici za dva do tri reda veli€ine jaci inhibitori od
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tio-oblika pod istim eksperimentalnim uslovima. Uzorci organo-tiofosfata oksidovanih u
prisustvu MPO pod optimalnim uslovima (10 minuta inkubacije sa 100 nM MPO u
prisustvu 50 uM H,O; na sobnoj temperaturi u 50 mM fosfatnom puferu pH 6) takode su
pod istim eksperimentalnim uslovima (poglavlje 3.3) bili inkubirani sa AChE. % aktivnosti
AChE u odnosu na kontrolu posle inkubacije sa oksidovanim uzorcima OP u zavisnosti od
njihove koncentracije prikazana je krivama 3 na Slici 37. Jasno se vidi da se posle
inkubacije organo-tiofosfata sa MPO inhibicione krive (krive 3) pomeraju ka nizim
opsezima koncentracija u odnosu na pocetna jedinjenja, tj. tio-oblike (krive 1), i to za jedan
do tri reda veli¢ine. Ova pojava moze se pripisati formiranju odgovarajuc¢ih okso-oblika.

U Tabeli 16. prikazane su ICsy vrednosti za oksidovane oblike ispitivanih organo-
tiofosfata dobijene fitovanjem eksperimentalnih podataka sigmoidnom krivom. Poredenjem
dobijenih ICsy vrednosti sa ICsy vrednostima za tio-oblike odgovaraju¢ih OP iz Tabele 8.
(poglavlje 4.1.1.), vidi se da je pomeranje najvece za malation, gde je ICsy oksidovanog
uzorka oko 1000 puta manja u odnosu na tio-oblik. Kod diazinona ICsy oksidovanog oblika
je oko 100 puta manja, kod hlorpirifosa oko 30 puta, kod azinfos-metila 10 puta, dok je kod
forata ICsop svega 2,5 puta manja u odnosu na neoksidovani organo-tiofosfat. Iz toga se
moze zakljuciti da je prevodenje malationa u malaokson u prisustvu MPO najviSe doprinelo
snizenju nivoa detekcije pomocu ove metode, dok prevodenje forata u forat-okson ima

najmanyji efekat.
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Slika 37. Koncentraciona zavisnost inhibicije
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B) malationom, C) hlorpirifosom, D) azinfos-
metilom 1 E) foratom pre (1) 1 posle (3)
izlaganja 100 nM mijeloperoksidazi tokom

10 minuta, kao i okso-formama svih OP (2)
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Tabela 16. ICsy vrednosti dobijene fitovanjem eksperimentlnih podataka sigmoidnom
krivom za organofosfate oksidovane u prisustvu 100 nM MPO i 50 uM H,0, tokom 10

minuta, na sobnoj temperaturi u 50 mM fosfatnom puferu pH 6

OP ICso (M)
Oksidovani diazinon (2,10+0,95)x10°
Oksidovani malation (2,45+0,55)x10°

Oksidovani hlorpirifos (6,38+0,85)x10°
Oksidovani azinfos-metil (1,82+0,35)x10”
Oksidovani forat (1,14+0,05)x107

Oksidacija OP u prisustvu MPO pri optimizovanim uslovima moze se upotrebiti za
odredivanje koncentracije organo-tiofosfata u uzorcima. Iz rezultata prikazanih na Slici 37.
konstruisani su kalibracioni grafici za odredivanje pocetnih koncentracija svih ispitivanih
organo-tiofosfata i prikazani na Slici 38. Pomoc¢u njih je moguce odrediti pocetnu
koncentraciju organo-tiofosfata u uzorku na osnovu inhibicije aktivnosti AChE. To nacelno
vaZzi samo za koncentracije OP < 10 M, tj. koncentracije tio-oblika pri kojima ne dolazi do
inhibicije AChE, kako bismo bili sigurni da inhibicija AChE poti¢e samo od oksona. Ovo
nije ogranicavaju¢i faktor za metodu, jer u realnim uzorcima relevantan opseg

koncentracija OP i jeste < 10 M.
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Slika 38. Kalibracioni grafici za odredivanje pocetne koncentracije organo-tiofosfata u

uzorku kada je utvrdeno koliko je njime inhibirana AChE

Podaci na Slici 38. omogucavaju odredivanje 1 granice detekcije metode

(koncentracija OP pri kojoj je aktivnost AChE inhibirana za 10%). U Tabeli 17. prikazane

su koncentracije svakog od ispitivanih OP pri kojima dolazi do 10% inhibicije aktivnosti
AChE.
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Tabela 17. Limit detekcije (LD) metode za svaki od odredivanih organo-tiofosfata posle

oksidacije uzoraka u prisustvu MPO

OP LD (M)
Diazinon (1,17+0,05)x10”
Malation (3,40+0,05)x10”

Hlorpirifos (6,61£0,05)x10”

Azinfos-metil (6,53+0,05)x 107

Forat (1,85+0,05)x107

Iz prikazanog se vidi da je ovom metodom moguée detektovati najnize

koncentracije malationa, reda veli¢ine 1x10” M.

4.2.3.1. Odredivanje efikasnosti oksidacije OP pomo¢u modifikovanog AChE testa

Na osnovu dobijenih rezultata AChE testa i UPLC analize odredena je efikasnost
oksidacije OP u prisustvu MPO. Ispitani su rastvori OP koncentracije 1x10” M, koji su
oksidovani na nacin opisan u poglavlju 3.4, a ¢iji su UPLC hromatogrami prikazani na
Slikama 21-25. Efikasnost oksidacije je odredena kao odnos koncentracije nastalog okso-
oblika i1 pocetnog tio-oblika. Koncentracije OP odredivane su paralelno pomo¢u AChE testa
na osnovu grafika datog na Slici 37. 1 UPLC analize. Rezultati su prikazani u Tabeli 18. U
prisustvu MPO najefikasnija je oksidacija malationa, a zatim slede hlorpirifos, diazinon,

forat 1 azinfos-metil.
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Tabela 18. Efikasnost oksidacije (odnos koncentracije nastalog okso-oblika i pocetne

koncentracije tio-oblika) OP po&etne koncentracije 1x10° M posle 10 minuta inkubacije sa

100 nM MPO odredena pomoc¢u UPLC analize i AChE testa.

OoP Ciio-obiik ( X107 M) Cokso-oblik ( X107 M) Efikasnost (%)
AChE test UPLC ACHE test UPLC ACHE test UPLC

Diazinon  9,57+0,09 8,31+0,08 0,42+0,06 1,68+0,09 4 16

Malation  6,80+0,07  5,50+0,09 3,20+0,08 4,50+0,09 32 45

Hlorpirifos  9,08+0,05  8,19+0,04 0,92+0,08 1,81+0,05 9 18

Azinfos-  9,88+0,09 9,30+0,09 0,11+0,06 0,70+0,07 1 7
metil

Forat 9,00+0,05 9,10£0,06 1,00£0,07  0,90+0,05 10 9

4.2.3.2. Uticaj smeSe organofosfata na aktivnost AChE u nativhom obliku

Da bi se utvrdilo da li ispitivani organofosfati imaju sinergisticko dejstvo, ispitan je

uticaj njihove smese na aktivnost AChE. Odredena je aktivnost AChE koja je inkubirana sa

sintetickim smeSama koje su sadrzale neoksidovane i oksidovane OP. SmesSe su sadrzale

jednake koncentracije svih ispitivanih OP, i to po 2x10°, 2x107 i 2x10™® M. Ispitivane

smese su inkubirane 10 minuta sa 100 nM MPO. Dobijene vrednosti su prikazane u Tabeli
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19. 1 uporedene sa ranije dobijenim rezultatima za pojedinacne organo-tiofosfate istih

koncentracija.

Tabela 19. Uticaj pojedinacnih organo-tiofosfata i sinteticke smese pre i posle oksidacije u
prisustvu 100 nM MPO na aktivnost AChE (vrednosti u tabeli su date kao srednja vrednost

tri merenja)

0] Inhibicija AChE (% od kontrole)
Crmizime neokisidovano oksidovano
(M) 2x10° 2x107 2x10® 2x10° 2x107 2x10°
Diazinon 0 0 0 20 5 0
Malation 15 0 0 100 91 40
Hlorpirifos 8 0 0 23 1 0
Azinfos- 7 0 0 32 19 2
metil

Forat 10 0 0 30 7 0
Smesa* 11 0 0 66 29 10

*Jednake koncentracije svakog pojedinaénog OP (po 2x10°, 2x107 i 2x10° M)

Ukoliko meSanje ispitivanih organofosfata nema nikakav efekat na inhibicioni
potencijal svake pojedinacne komponete iz smeSe, procenat inhibicije AChE koji indukuje
smesa trebalo bi da bude jednak zbiru inhibicija koje izazivaju pojedina¢ne komponente u
koncentracijama istim kao u datoj smeSi. Ukoliko je inhibicija AChE posle inkubacije

enzima sa smeSom manja od zbira inhibicija pojedina¢nim OP, znac¢i da se javlja
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antagonisticki efekat, dok je u slucaju da je veca re€ o sinergizmu. U Tabeli 19. prikazane
su srednje vrednosti tri merenja inhibicije aktivnosti AChE indukovane oksidovanim i
neoksidovanim pojedninacnim OP i njihovom smeSom. Za poredenje matematickog zbira
inhibicija izazvanih pojedinatnim OP sa inhibicijama izazvanim sintetiCom smeSom
primenjen je test za analizu varijanse (One-way ANOVA). Antagonisticki efekat se definise
kao statisticki znacCajna razlika (P<0,05) izmedu inhibicija izazvanim smeSom OP i
inhibicije dobijene sabiranjem pojedinacnih uticaja OP na enzim. Primenom testa za
analizu varijanse je utvrdeno da je zbir procenata inhibicije aktivnosti AChE pojedinacnim
komponentama znacajno veéi od procenta inhibicije koja potice od sinteticke smeSe
ispitivanih OP u istim koncentracijama. Iz toga sledi zakljucak da ispitivana jedinjenja u

smesi ispoljavaju anatagonisticki efekat.

4.3. Oksidacija OP elektrohemijski generisanim Cl,, Br; i I,

Cilj ovog dela rada bilo je generisanje halogena iz 0,1 M rastvora CI, Br " ili I, koji
bi se zatim upotrebili za oksidaciju organo-tiofosfata, ¢cime bi se postigli veca efikasnost

oksidacije, veci stepen inhibicije AChE i snizio nivo detekcije OP.

4.3.1. Elektrohemijsko generisanje halogena na elektrodi od staklastog ugljenika

Elektrohemijsko generisanje halogena moguce je ispitati tehnikom cikli¢ne
voltametrije (Slika 39). Dobijeni rezultati ukazuju da je, u saglasnosti sa vrednostima
standardnih redoks-potencijala za reakciju X, + 2e — 2X (Tabela 20), jodid najpodlozniji
oksidaciji, dok je za generisanje znacajnije koli¢ine Cl, potrebna duboka anodna

polarizacija.
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Tabela 20. Standardni elektrodni potencijali za reakciju X, + 2e — 2X [205]

Reakcija E°/V vs. SVE*
Cl, +2e — 2CI' +1,358
Br, +2e — 2Br +1,066
L +2e—2I +0,563

* SVE — standardna vodoni¢na elektroda

B PBS + 0.1 M CI'
—PBS + 0.1 M Br]
204—PBS+01MI
------- PBS
15
<« ]
£ 10 -
(3]
T -
:< .
04 —
-5
10 -
) v ) v ) v ) v ) v
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

£vs. ZKE (V)

Slika 39. Ciklovoltamogrami rastvora 50 mM PBS + 0,1 M X (X" = CI, Br, I'), brzina

polarizacije 50 mV s™.

Hronopotenciometrijski eksperimenti (Slika 40.) takode ukazuju na navedeni trend.
Prema Tabeli 20, elektrohemijski generisani halogeni predstavljaju moc¢na oksidaciona

sredstva koja mogu da oksiduju organo-tiofosfate u slucaju da su prisutni u rastvoru.
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Medutim, sami eletrogenerisani halogeni se u vodenoj sredini disproporcioniSu prema

jednacini reakcije:

X, +H,0  _ H +X +HXO.

Ravnoteza date reakcije je pomerena u smeru reaktanata i to najvise kod joda (Tabela 21).

2.00 +
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1.75 +——

1.50
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= 125 .
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N
y 1.00
Q J
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Slika 40. Hronopotenciogrami rastvora 50 mM PBS + 0,1 M X" (X" =CI, Br, I'),j =2 mA

-2
cm

Tabela 21. Standardne konstante ravnoteze za reakciju disproporcionisanja

X, + H,O > H' + X + HXO [206]

Reakcija K°
Cl, + H,0 & H" + CI' + HCIO 3107
Br, + H,O < H' + Br + HBrO 6107
I, + H,O — H' + I + HIO 3107
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Reaktivnost nastalog X, u smislu pomenute reakcije disproporcionisanja je lako
uocljiva sa ciklovoltamograma ispitivanih rastvora (Slika 39). Naime, povratni pik u smeru
katodne polarizacije je najizrazeniji kod rastvora koji sadrzi I', dok je kod rastvora hlorida
skoro potpuno odsutan. Nastale kiseline tipa HXO su vrlo slabe, ali i same predstavljaju
vrlo mo¢na oksidaciona sredstva, pri ¢emu je, posmatrajuci vrednosti standardnih redoks-
potencijala u kiseloj sredini (Tabela 22), najpotentnije oksidaciono sredstvo HCIO, a

najslabije HIO.

Tabela 22. Standardni elektrodni potencijali za redoks-reakcije HXO vrsta u kiseloj sredini

[206]

Reakcija E°/V vs. SVE
2HCIO + 2H' + 2e — Cl, + 2H,0 +1,63
HCIO + H" + 2e — CI"+ H,0 +1,49
2HBrO + 2H" + 2e — Br, + 2H,0 +1,59
HBrO + H" + 2e — Br" + H,0 +1,07
2HIO + 2H" + 2e — I, + 2H,0 +1,45
HIO + H' +2e — I + H,O +0,54

Za razliku od HCIO, koja je stabilna u vodenoj sredini, HBrO i HIO su vrlo
reaktivne 1 praktiéno ne mogu ni da se izoluju u ¢istom obliku [206]. Dakle, kao konacan
rezultat elektrohemijskog generisanja X, u vodenoj sredini, pored samog X, dobijaju se u
izvesnoj koli¢ini reaktivne vrste tipa HXO koje pored X, takode mogu da oksiduju prisutan
organo-tiofosfat. Imaju¢i u vidu navedene vrednosti standardnih redoks potencijala,
stabilnosti X, u smislu disproporcionisanja u X" i HXO i reaktivnosti HXO, pretpostavljeno
je da najefikasnija oksidacija organo-tiofostata u odgovaraju¢e okso-oblike moze da se

ocekuje u slucaju oksidacije elektrogenerisanim Br, $to je kasnije i potvrdeno.
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4.3.2. Oksidacija OP elektrogenerisanim X, (X = Cl, Br, I)

U preliminarnim eksperimentima oksidacija organo-tiofosfata u odgovaraju¢u okso-
formu u toku elektrohemijskog tretmana rastvora organo-tiofosfata bila je pra¢ena pomocu
UPLC-a, pri ¢emu je uocena efikasna transformacija tio-forme u okso-formu. Na primeru
oksidacije 1x10™ M rastvora diaziona elektrogenerisanim Br, (Slika 41) moze se uo&iti da
nakon 15 minutnog anodnog tretmana rastvora pri ranije navedenim uslovima (odeljak 3.8.)
koncentracija diazinona pada ispod granice detekcije UPLC-a, dok paralelno sa
smanjenjem hromatografskog signala diazinona raste signal diazoksona. Nakon 15 min
anodnog tretmana u rastvoru je detektovan jedino diazokson (Tabela 23). Pored toga, vazno
je napomenuti da degradacija nastalog proizvoda nije uocena nakon 2 sata po izvrSenom
elektrodnom tretmanu. Efekat anodnog tretmana na proizvode oksidacije (okso-forme)
ispitana je merenjem inhibicije AChE anodno tretiranim rastvorom okso-formi ispitivanih
organo-tiofosfata. AChE testom (odeljak 3.3) nije utvrdena razlika u stepenu inhibicije koju
daje rastvor odgovorajuc¢eg okso-oblika ispitivanih organo-tiofosfata pre i nakon 15 min
anodnog tretmana, Sto znaCi da ovakav tretman ne dovodi do promena u strukturi
ispitivanih oksona. Na osnovu pomenutih preliminarnih rezultata zakljueno je da
oksidacija organo-tiofosfata anodno generisanim X, predstavlja relativno lak i jednostavan
nacin za oksidaciju ispitivanih organo-tiofosfata u okso-oblike, ¢ime se znacajno snizava

njihova granica detekcije.
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Slika 41. UPLC hromatogrami 1x10° M rastvora diazionona u toku elektrohemijske

oksidacije pomocu elektrogenerisanog Br,

Tabela 23. Koncentracije diazinona i diazoksona u reakcionoj smesi posle inkubacije
diazinona sa elektrohemijski generisanim bromom tokom 0, 5, 10 i 15 minuta odredene

UPLC analizom pomocu kalibracionih grafika datih u prilogu (Slika P2).

Ui vy (000111 itz (0] Coiizokson vl
0 1,00x107 0
5 (0,90:£0,05)x107 (0,12+0,05)x10”
10 (0,75+0,05)x107 (0,26+0,05)x107
15 (0,01+0,05)x107 (0,98+0,05)x107
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Diazinon, malation, hlorpirifos, azinfos-metil 1 forat (koncentracija od 1x107 do
1x10” M) okisidovani su pomoéu elektrohemijski generisanih hlora, broma i joda na
prethodno opisan nac¢in (poglavlje 3.8.) u ukupnoj zapremini od 20 mL. Oksidacija je
pracena u toku vremena elektrolize uzimanjem jednakih alikvota zapremine 400 pL na
pocetku eksperimenta i nakon 5, 10 i 15 min. Nakon tog vremena, viSak elektrogenerisanog
halogena uklonjen je dodatkom 10 pL 0,1 M rastvora Na;S;0;. Koli¢ina nastalih
odgovarajuéih okso-oblika pracena je pomoc¢u AChE testa (poglavlje 3.3). 1z literature je
poznato [143], a na osnovu preliminarnih eksperimenata potvrdeno da dodatak Na,S,03 ne
uti¢e na rezultate AChE testa. Svi eksperimenti su radeni na sobnoj temperaturi i ¢uvani na
ledu do trenutka analize. Rezultati su prikazani na Slikama 42, 43 1 44. Slika 42. sadrzi
grafike na kojima su prikazane zavisnosti stepena oksidacije ispitivanih organofosfata
koncentracije 1x10° M od vremena anodnog tretmana rastvora halogenida. Iz prikazanog
se vidi da oksidacija pomocu generisanog joda ne vodi potpunoj inhibiciji AChE ni nakon
15 minuta anodnog tretmana, kao i hlorom u sluc¢aju diazinona. Primenom hlora u slucaju
forata, bilo je dovoljno i 10 minuta da se dostigne isti stepen oksidacije kao u slucaju kada
je primenjen jod, u skladu sa tim da su hlorne vrste nastale anodnim tretmanom jaca
oksidaciona sredstva od jodnih analoga. Kod oksidacije elektrohemijski generisanim
bromom za isti efekat bilo je dovoljno 5 minuta za prevodenje malationa, hlorpirifosa i
azinfos-metila u odgovarajuce okso-oblike 1 potpunu inhibiciju AChE, a za diazinon i forat

bilo je potrebno 10 minuta. Ovi rezultati prikazani su i na Slici 43.
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U cilju lakSeg poredenja dobijenih rezultata, na Slici 44. prikazane su inhibicione
krive svih ispitivanih organofosfata, kako oksidovanih 15 minuta pomocu elektrohemijski
generisanih halogena, tako i komercijalnih tio- i okso-formi OP. Iz prikazanog se jasno vidi
da je u svim slucajevima doslo do pomeranja inhibicionih krivih ka okso-oblicima, kao i da
je najefikasnija oksidacija postignuta upotrebom generisanog broma, $to je u skladu sa
ranije iznesenim zaklju¢cima (Slika 42). Najmanji stepen oksidacije OP dobijen je
oksidacijom pomocu joda, dok se generisani hlor uvek ponasao kao bolji oksidans od joda,
a u slucaju hlorpirifosa i forata oksidovao OP jednako efikasno kao brom.

Iz podataka prikazanih na Slici 44. odredene su vrednosti ICsy za okso-forme
dobijene oksidacijom OP u prisustvu halogena i prikazane u Tabeli 24. Iz datih vrednosti
jasno se moze zakljuciti da je elektrogenerisani Br, najpotentniji oksidans u ovoj grupi pod
datim uslovima za sve ispitivane OP. Kada se ove vrednosti uporede sa ICsy vrednostima za
tio-oblike odgovaraju¢ih OP iz Tabele 8. (poglavlje 4.1.1.), vidi se da je promena najveca
za azinfos-metil, gde je ICsy oko 10000 puta manje za uzorak oksidovan elektrogenerisanim
bromom u toku 15 minuta. Za diazinon, malation 1 hlorpirifos ICsy se smanjilo oko 1000

puta, a u slucaju forata oko 400 puta u odnosu na neoksidovani uzorak.
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Tabela 24. ICsp vrednosti za ispitivane OP oksidovane pomocu eleketrohemijski

generisanih hlora, broma i joda

ICso (M)
OP Cl, Br, I
Oksidovani diazinon (1,00£0,51)x10°  (8,17+0,96)x10®  (2,06+0,23)x10°
Oksidovani malation (1,79£0,35)x10®  (1,39+0,74)x10®  (1,07+0,31)x10°®
Oksidovani hlorpirifos  (7,50+0,78)x10®  (6,14+0,55)x10®  (6,21+0,28)x10”
Oksidovani azinfos-metil ~ (4,11£0,91)x10®  (1,80+0,12)x10®  (1,15+0,58)x10~
Oksidovani forat (2,04£0,34)x107  (1,82+0,39)x107  (4,53+0,53)x10”

Kao i u slucaju oksidacije OP u prisustvu MPO, pomocu podataka prikazanih na
Slici 44. moguce je konstruisati kalibracione grafike za odredivanje pocetnih koncentracija
ispitivanih OP u uzorcima. Grafici su prikazani na Slici 45. Iz ovih grafika takode su
odredene 1 granice detekcije metode (koncentracija OP koja inhibira aktivnost AChE za

10%) posle oksidacije uzoraka pomocu elektorgenerisanog broma i prikazane u Tabeli 25.
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Slika 45. Kalibracioni grafici za odredivanje pocetne koncentracije OP u uzorku

oksidovanom elektrogenerisanim bromom ako je poznato koliko je njime inhibirana AChE

Tabela 25. Limit detekcije metode za svaki od odredivanih organo-tiofosfata posle

oksidacije pomocu elektrohemijski generisanog broma

OP LD (M)
Diazinon (1,74+0,05)x10™
Malation (2,50+0,05)x10”

Hlorpirifos (1,30+0,05)x107
Azinfos-metil (4,38+0,05)x10”
Forat (3,28+0,05)x10™
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4.4. Poredenje efekta oksidacije OP razli¢itim metodama na njihovo odredivanje

pomocu AChE testa

Kako bi se uporedile enzimska i oksidacija OP pomocu elektrogenerisanih
halogena, ICsy vrednosti dobijene pod optimalnim uslovima oksidacije u oba slucaja

prikazane su u Tabeli 26.

Tabela 26. ICsy) vrednosti za ispitivane OP, oksidovane pod optimalnim uslovima u

prisustvu  MPO (enzimska oksidacija) i  elektrogenerisanog Br, (elektrohemijska

oksidacija)
ICso (M)
OoP Enzimska oksidacija Elektrohemijska oksidacija
Oksidovani diazinon (2,10+0,95)x10° (8,17+0,96)x10™
Oksidovani malation (2,45+0,55)x10° (1,39+0,74)x10™
Oksidovani hlorpirifos (6,38+0,85)x10° (6,14+0,55)x107
Oksidovani azinfos-metil (1,8240,35)x107 (1,80+0,12)x107
Oksidovani forat (1,14£0,05)x107 (1,82+0,39)x10”

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je oksidacija pomocu elektrohemijski
generisanog broma u svim ispitivanim sluc¢ajevima efikasnija od enzimske oksidacije
pomoc¢u MPO. U zavisnosti od OP, stepen oksidacije se razlikuje. Kod malationa, koji je u
oba slu¢aja dao najbolji rezultat, ta razlika je neznatna i red veli¢ine je isti. Sto se tice
ostalih ispitivanih OP, ICsy vrednosti dobijene u slucaju oksidacije elektrohemijski
generisanim bromom su za oko dva reda veli¢ine manje od onim dobijenih oksidacijom
pomoc¢u MPO u slucaju diazinona, hlorpirifosa i forata, a ¢ak 1000 puta kada je re¢ o

azinfos-metilu.
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Uporedene su i vrednosti limita detekcije metode posle oksidacija OP u prisustvu
MPO i elektrogenerisanog broma (Tabela 27). Iz prikazanih rezultata jasno se vidi da je
granica detekcije metode niza za ceo red veli¢ine kada se uzorak oksiduje elektrohemijski.
Ovo jedino ne vazi u slu¢aju malationa, kada je limit detekcije nezavisan od nacina
oksidacije. Razlog tome je Sto se u oba slucaja oksidacijom stvara tolika koncentracija

malaoksona koja potpuno inhibira AChE, pa se razlika ne moze primetiti.

Tabela 27. Granice detekcije (LD) za ispitivane OP oksidovane pod optimalnim uslovima

u prisustvu MPO (enzimska oksidacija) 1 elektrogenerisanog Br, (elektrohemijska

oksidacija)
LD (M)
OoP Enzimska oksidacija Elektrohemijska oksidacija
Diazinon (1,1740,05)x10” (1,74+0,05)x10™
Malation (3,40+0,05)x10” (2,50+0,05)x10”
Hlorpirifos (6,61£0,05)x10" (1,30+0,05)x107
Azinfos-metil (6,53+0,05)x10™ (4,3840,05)x10”
Forat (1,85+0,05)x10” (3,28+0,05)x10™

Rezultati pokazuju da je elektrohemijska oksidacija organo-tiofosfata znatno
efikasnija. U oba slucaja, nastali okso-oblici stabilni su najmanje 1 h. Metoda enzimske
oksidacije znatno krace traje, robustnija je, izvodenje je jednostavnije, a otpad koji ostaje
posle procesa je neskodljiv po okolinu. Takode, opisana oksidacija OP anodnim tretmanom
zahteva relativno komplikovanu instrumentaciju i isklju¢uje moguénost primene metode
van posebno opremljenih laboratorija. U poredenju sa anodnim tretmanima koji za cilj
imaju snizavanje granica detekcije OP opisanim u literaturi [143] opisana metoda
indirektne elektrohemijske oksidacije OP ima za prednost visoku efikasnost (granice

detekcije su skoro iste onima za Ciste okso-forme i prakticno limitirane granicom detekcije
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ACKE testa), dok u odnosu na iste pruza mogucnost efikasne oksidacije uzoraka relativno

malih zapremina (reda 1 mL).

4.5. Odredjivanje koncentracije OP u realnim uzorcima

Budu¢i da je oksidacija u prisustvu MPO dala optimalne rezultate za snizavanje
granice detekcije OP pomo¢u AChE testa, ova modifikovana metoda primenjena je i za
odredivanje pesticida u realnim uzorcima. Kao uzorak upotrebljen je bistri sok od jabuke u
koji su dodati diazinon i malation koncentracije 1x10™ M, kao i smesa u kojoj se ova dva
OP nalaze u jednakim koncentracijama (ukupno 1x10° M). U uzorcima je pre poetka
analize pH doveden na pH 6. Uzorci su zatim oksidovani u prisustvu 100 nM MPO i 50 uM
H,0, tokom 10 minuta, na sobnoj temperaturi. Rezultati su prikazani u Tabeli 28, zajedno
sa rezultatima inhibicije AChE u prirustvu OP istih koncentracija u vodi, kako
neoksidovanih, tako i oksidovanih pod istim uslovima. Iz prikazanog se vidi da je slaganje
za neoksidovane uzorke pesticida u soku i u vodi veoma dobro, dok oksidovani uzorci
pokazuju velike razlike u procentu inhibicije AChE. Moguce je da neka jedinjenja prisutna
u soku ometaju inhibiciju AChE pomoc¢u OP, te se ova metoda mora jo§S modifikovati u

smislu pripreme uzoraka, kako bi se mogla koristiti za ispitivanja u realnim sistemima.
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Tabela 28. Aktivnost AChE posle izlaganja neoksidovanim i oksidovanim diazinonu i
malationu koncentracije 1x10” M, koji se nalaze i soku ili vodi, pojedinagno i u smesi.
Oksidacija OP se odvijala u prisustvu 100 nM MPO i 50 uM H,0, tokom 10 minuta, na

sobnoj temperaturi.

Aktivnost AChE (% od kontrole)

oP CcC (M) neoksidovan oksidovan
sok voda sok voda
Diazinon 1x107 98+3 95+5 742 25+4
Malation 1x10” 80+6 7242 60+2 0+1
Smega* 1x107 89+2 83+2 69+3 104

*jednake koncentracije diazinona i malationa (0,5x10~ M)

4.6. FIA sistem za detekciju OP

Efekat ispitivanih OP pre 1 posle oksidacije ispitan je i na imobilizovanom enzimu
pomocu FIA sistema. Testirane su razli¢ite brzine protoka, od 0,1 do I mL/min. Inhibicija
enzima odredivana je poredenjem enzimske aktivnosti pre i posle prolaska 200 pL rastvora
pesticida Zeljene koncentracije kroz bioanaliticku kolonu za odredeni period vremena.

Procedura za odredivanje uticaja OP na imobilizovanu AChE je ukljucivala sledece
korake: odredivanje pocetne aktivnosti enzima u bioanalitickoj koloni, injektovanje uzorka
koji sadrzi pesticid 1 injektovanje supstrata radi odredivanja preostale enzimske aktivnosti
(Shema 7). Nose¢i pufer je propustan kroz sistem dok se bazna linija ne stabilizuje, a zatim
je smesa od ASChI i DTNB injektovana i belezen je odgovor. Procedura je ponavljana
najmanje tri puta (S;, Sy, S3), a prosecna vrednost signala (a;, a,, a3) je koriS¢ena u daljim
raunima. Zatim je injektovan uzorak koji sadrzi pesticid (SP). Odredivanje preostale
aktivnosti enzima (a;) je postizano pomocu jo§ jedne injekcije supstrata (S;). Preostala
aktivnost enzima izrazavana je kao procenat od intenziteta signala pre injekcije uzorka.

Posle svakog ciklusa inhibicije, enzim je reaktiviran injektovanjem 4 mM 2-PAM.
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Shema 7. Odredivanje uticaja OP na imobilizovanu AChE u FIA sistemu

4.6.1. Odredivanje radnih parametara FIA sistema

Pre odredivanja uticaja oksidovanih OP na imobilizovanu AChE, bilo je neophodno
uspostaviti radne parametre FIA sistema. Najpre je ispitano kako brzina protoka utice na
visinu signala. Na Slici 46. su prikazani rezultati. Jasno se moze videti da je signal veci $to
je brzina protoka pufera kroz sistem manja. Ovaj rezultat je o¢ekivan, budu¢i da sa manjim
protokom supstrat duze vreme provede u kontaktu sa imobilizovanim enzimom. Najbolji

signal dobijen je pri brzini protoka 0,1 mL/min.
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Slika 46. Visina FIA signala u zavisnosti od brzine protoka
Sledec¢i parametar koji je odredivan bila je stabilnost kontrole pri brzini protoka od
0,1 mL/min tokom vremena. Iz rezultata prikazanih na Slici 47. vidi se da se povrSina

signala neznatno menja sa vremenom, §to se moze smatrati da je to u granicama

eksperimentalne greske.
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Slika 47. Stabilnost kontrolne probe pri brzini protoka 0,1 mL/min

Ispitano je i da li ¢e enzim posle izlaganja 2-PAM-u potpuno povratiti svoju
aktivnost. Po prethodno opisanoj proceduri dobijen je kontrolni signal. Zatim je
imobilizovana AChE inhibirana u priustvu malaoksona koncentracije 1x10° M. Posle toga,
enzim je izlozen dejstvu 4 mM 2-PAM. Protok je tokom cele analize bio konstantan i
iznosio 0,1 mL/min. Rezultati su prikazani na Slici 48. MoZe se uociti da je regenerisani
signal manji od kontrolnog, §to znaci da enzim nije povratio svoju punu aktivnost. Ovaj
rezultat ukazuje na to da je upotreba imobilizovane AChE u ovom sistemu ograni¢ena na
odreden broj ciklusa. Onog trenutka kada enzim nije mogao biti reaktiviran do bar 90 %

pocetne aktivnosti, kolona je ponovo punjena.
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Slika 48. Regeneracija imobilizovane AChE sa 2-PAM u FIA sistemu

4.6.2. Inhibicija imobilizovane AChE u prisustvu OP

Po utvrdivanju radnih parametara sistema, bilo je moguce ispitati kako uzorci
organo-tiofosfata oksidovani u prisustvu MPO deluju na imobilizovanu AChE. Odgovor
imobilizovane AChE na neoksidovane i1 oksidovane OP pracen je u prisustvu svakog
ispitivanog OP koncentracije 1x10” M pojedinaéno i u smesi. Sva jedinjenja ispitana su pri
brzinama protoka 0,1 i 0,5 mL/min. Signali dobijeni na taj nac¢in prikazani su na Slici 49.
Neoksidovani uzorci istih koncentracija OP nisu inhibirali enzim (Tabela 29). Posle svake
inhibicije oksidovanim OP, AChE je reaktivirana pomocu 2-PAM pri protoku od 0,1
mL/min (izabran je minimalan protok kako bi reaktivacija enzima bila pouzdana), kako bi
povratila pocetnu aktivnost (kontrolna vrednost). Kao Sto se sa Slike 49. moze videti, u

toku eksperimenta kontrolni signal se nije zna¢ajno smanjivao.
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Slika 49. FIA signali pri protoku A) 0,5 mL/min i B) 0,1 mL/min pre (kontrola) i posle

inhibicije AChE u prisustvu OP koncentracije 1x10”7 M
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Kao granica detekcije uzeto je smanjenje signala za 10 % od vrednosti kontrolnog
signala. Moze se primetiti da snizavanje protoka FIA sistema sa 0,5 na 0,1 mL/min dovodi
do povecéanja kontrolnih signala za oko 10 %, dok se signali dobijeni merenjem zaostale
aktivnosti posle ubrizgavanja OP smanjuju (Tabela 29). Na osnovu toga, moze se zakljuciti
da snizavanje protoka FIA sistema sa 0,5 na 0,1 mL/min vodi ka povecanju detekcionog
limita ove metode.

Oksidacija OP u sklopu njihovog odredivanja u proto¢nim sistemima sa
imobilizovanim enzimom je i ranije proucavana. Hloroperoksidaza u citratnom puferu
koris¢ena je kao okisidaciono sredstvo pri odredivanju OP pomocu bioanalitickog eseja
zasnovanog na inhibiciji AChE u FIA sistemu sa termalnim so¢ivima kao detektorom [127;
198]. I brom je koris¢en kao in situ oksidans za vodene uzorke u FIA sistemu. Nije poznato
kolika je efikasnost te oksidacije, kao ni da li ima nekih nezeljenih proizvoda [106; 107;

108; 109].

Tabela 29. Uticaj brzine protoka na odgovor imobilizovane AChE u FIA sistemu za

oksidovane OP koncentracije 1x10” M

Intenzitet signala (% od kontrole)

Protok (mL/min) 0,1 0,5 0,1
0l Neoksidovan Oksidovan

Diazinon 100 78+£5 70+7
Malation 100 65+5 59+2
Hlorpirifos 100 84+4 77+3
Azinfos-metil 96 80+3 80+5
Forat 100 67+3 57+4
Sinteticka smeSa* 100 80+5 72+2

*sadrzi 0,2x10”7 M svakog OP
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5. ZAKLJUCAK

Odredivanje OP pomoc¢u AChE testa je modifikovano. Enzim AChE inhibiran je
slede¢im organofosfatima: diazinon, diazokson, malation, malaokson, hlorpirifos,
hlorpirifos-okson, azinfos-metil, azinfos-metil-okson, forat i forat-okson. Za ispitivane OP
odredene su ICsy vrednosti. U cilju snizavanja granice detekcije metode primenjena je
oksidacija OP.

Diazinon, malation, hlorpirifos, azinfos-metil i forat su najpre oksidovani u
prisustvu MPO, pri ¢emu je utvrdeno da su optimalni uslovi za oksidaciju 50 uM H,0,, 100
nM MPO, 10 minuta inkubacije MPO i OP, pH 6 i sobna temperatura (25 °C). Proizvodi
oksidacije su identifikovani kao odgovaraju¢i oksoni pomo¢u UPLC i GC/MS analize.
Takode je pokazano da su oksoni dobijeni na ovaj nacin stabilni tokom 1h. Oksidacija OP u
prisustvu MPO pod optimalnim uslovima primenjena je kao modifikacija AChE testa za
detekciju OP. Na taj nacin dobijene su ICsy vrednosti od 2,5 do 1000 puta manje nego za
neoksidovane OP. Odredene su i granice detekcije za svaki ispitivani OP: 1,17x107 M za
diazinon, 3,40){10’9 M za malation, 6,61)(10'7 M za hlorpirifos, 6,53)(10'8 M za azinfos-
metil i 1,85x107 M za forat. Utvrdeno je da se u prisustvu MPO najefikasnije oksiduje
malation, a zatim slede diazinon, hlorpirifos, forat i azinfos-metil. Kada se svi ispitivani
organo-tiofosfati nadu u smesi ispoljavaju antagonisticki efekat.

Diazinon, malation, hlorpirifos, azinfos-metil i forat oksidovani su i1 pomocu
elektrohemijski generisanih hlora, broma 1 joda. Utvrdeno je da je oksidacija najefikasnija
pri inkubaciji OP sa bromom tokom 15 minuta. Proizvodi oksidacije su identifikovani
pomo¢u UPLC analize. Indirektna elektrohemijska oksidacija je primenjena kao
modifikacija u AChE testu, pri ¢emu su dobijene ICsy vrednosti 400 do 10000 puta manje
od onih za neoksidovane OP. Granice detekcije za svaki ispitivani organo-tiofosfat,
dobijene pri ovoj modifikaciji testa, su 1,74)(10'8 M za diazinon, 2,50){10'9 M za malation,
1,30)(10'8 M za hlorpirifos, 4,38){10'9 M za azinfos-metil i 3,28)(10'8 M za forat. Uporeden
je efekat enzimske 1 elektrohemijske oksidacije kao modifikacije AChE testa i nadeno da su
ICs vrednosti 100 do 1000 puta nize kada se OP oksiduju elektrohemijski. S tim u skladu,

granice detekcije dobijene primenom elektrohemijske oksidacije OP su za red veli¢ine nize
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od onih koje se dobijaju pri enzimskoj oksidaciji. Oksidacija OP pomocu
elektrogenerisanih halogena je i ekonomicnija u odnosu na enzimsku. Ipak, oksidacija u
prisustvu MPO krace traje, jednostavnija za izvodenje, a otpad koji ostaje u procesu je
neskodljiv po okolinu. Ova metoda je i pogodnija za terensko izvodenje analiza.
Uvodenjem imobilizovane AChE i FIA sistema u test snizava nivo detekcije za jo§ jedan

red veli¢ine.
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] 7

LUNA Y METOLAMA A AUXOBY AETEEL UTY Hi BasH Ll X UBUY U TE
T T l 7 / ' [
ALLETUN XOANUHE CTEPHIE

® pPe3ynTaT CONnCTBEeHOr UCTpaXnBa4kor paga,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LenuHu HY1 y Aenosuma Huje buna npeanoxeHa
3a fobujarbe OUMNO Koje AMNIOME nNpemMa CTYAM|CKMM Mporpammma [Apyrux
BMCOKOLLKOCKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeLeHU U

e [a HMCaM KpLUMO/Ma ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

lNMoTtnuc aokropaHAaa

a 2 N4
Y Beorpagy, 19 3. 2019
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a /A4 PA J/Aﬁ/%:f"?é%é%ﬁ — [ 4474

1/, 11

6poj ynuca 14 /4003

UsjaBbyjem

[la je DOKTOpCKa AucepTauuja nog HacrnosoMm

] = = - = s — — " & . —7. N
JIPUMEHA OKCAAA L UTE OPTAHO -TUODoch ATHUX  [TE CTIMY-
] 7 [

LUsA Y METOAAMA A BUXOBY AETEEU UITY HA HABY WU XYUDBUY U JE
T [ / v [
A LLETUN XOANUHE CTEPADE

]

e pesynTaT COMCTBEHOI UCTPAXMBAYKOT Paja,

e [a NpeanoxeHa gucepTauuja y LUenvHu HU y genosuma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujarbe OUNO Koje AMMIOME npema CTYAM|CKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKONICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtatu KOPEKTHO HaBeLeHU U

e [a HWCaM KpLUMO/Ma ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

NMoTnuc aokropaHAaa

Y Beorpapy, 19 5 2019




Mpunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTHU LUTAaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npesnme ayTtopa [t poit 7/4 > APEBUS — AW

Bpoj ynuca / 2 / 2008

CTy,D,MjCKM nporpam ApkTpRr. HUOXTMUTC KU X ATk 4
y TIPUME A OKC ULPULUIE OPAHD Vooo cdATH U x J1EC T L wty A Y METV A Arv

HacnoB papna _J34 buxosy AGExi v’ HA SASY UHKUGU 4 uIE _ANETUAX DL HE CTEPA 3¢

MeHTop 7P0Q. 4P AYEA Mpnguh  u A Becua  Bacuk
T /

-
[MoTnucaHun TA’.JU*F-”)** //»9 IAPERUN — ﬁﬂ /aR%

u3jaBroyjem ga je WwTamnaHa Beps3uja Mor LOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €MNeKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBare Ha noprtany JurutanHor
peno3sutopujyma YHuBep3urterta y beorpapgy.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOjM NW4YHM Nojauwn Be3aHun 3a fobujawe akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe W npesume, roguHa u MecTto pofewa u fatym
onbpaHe paga.

OBuM nuyHM nogaun mory ce o6jaBuT Ha MpeXHUM CTpaHuuama aurutanHe
bubnuoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory u y nybnukauujama YHusepauteTa y beorpaay.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 75 . 3. 2044.
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,CseTtosap Mapkosuh® ga y [urutanHu
penosutopujyMm YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoOM:

i WPL{M?HA OKCu 4yl UIE OPTAHY - TUOLOCATHUX TIECTUIL U LA Y METUy4 aAts

Db hUXOBY AFTECLUTY  HaA BAZY  UHAUGULUIE  AUTTUNX OALHECTEIZADE

Koja je Moje ayTOpCKO Aeno.

AucepTauujy ca cBUM Npuriosvma npegao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxvBUpat-e.

Mojy OOKTOpCKY Auceptauujy noxpaweHy y JurutanHu penosntopujym YHuBepsuTeTa
y beorpagy mory na kopucte CBU KOjU NoLTyjy ogpende cagpxxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatunsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4duno/na.

1. AyTOpCTBO
2. AyTopcTBO - HEKOMepLUMjanHo
oy :
@AyTopCTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjaIHO — AeNUTU Nog NCTUM YCroBUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnUTK Noa UCTMM yCnoBrumMa

(Monumo fa 3aoKpyxute camo jefHy of LecT NMoHyhHeHWX nuueHuM, KpaTak oruc
nuueHum gar je Ha nonehuHu nucra).

MoTnuc gokTopaHAaa
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Y beorpagy,
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