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RESUMO

Este trabalho contempla trés estratégias para o biossensoriamento de pesticidas da classe dos
carbamatos (CBM) em alimentos naturais, utilizando biossensores a base de polifenoloxidases
como dispositivos analiticos: (i) eletrodo de pasta de nanotubos de carbono (EPNC) modificado
com lacase de Tramites versicolor (LAC) por entrapment da enzima diretamente no material
composito, definido como LAC-EPNC,; (ii) eletrodo de pasta de grafeno (EPG) modificado com
filmes de Azul da Prussia (AP), seguido da imobilizacdo de LAC por drop coating, definido
como LAC/AP/EPG; e (iii) EPG modificado por eletrodeposi¢édo de filme hibrido composto por
quitosana (CS), nanoparticulas de ouro (NpAu) e mistura das enzimas LAC e tirosinase de
Agaricus bisporus (TIR), definido como LAC-TIR-NpAu-CS/EPG. Tomado por base 0 processo
redox do substrato 4-aminofenol (4-AMF), a presenca dos nanotubos de carbono e do grafeno
proporcionou uma série de vantagens aos dispositivos, a saber: aumento nos valores de corrente
de pico, catéalise do processo redox, melhoria na reversibilidade e, consequentemente, na cinética
de transferéncia eletrénica. Filmes de AP (imobilizacdo direta da enzima sem a necessidade de
regente para cross-linking), CS (biocompatibilidade adequada, maior imobilizacéo e fixacdo das
enzimas) e NpAu (reducdo da resisténcia a transferéncia de carga) também apresentaram
importante papel na configuragdo eletrodica dos biossensores. As curvas analiticas foram
construidas por voltametria de onda quadrada, baseando-se na capacidade dos CBM
(carbofurano, carbaril, formetanato, pirimicarbe, propoxur e ziram) de inibir a atividade das
polifenoloxidases. Em geral, os procedimentos propostos apresentaram sensibilidade (limites de
deteccdo variando de 0,001 a 0,093 mg kg™) que contempla os limites maximos estabelecidos
pelas agéncias de seguranca e controle alimentar brasileira e europeia para residuos de CBM em
hortalicas (tomate, alface e batata) e frutas citricas (laranja, tangerina e limao), com baixo nivel
de interferentes. Os ensaios de recuperacdo foram realizados em extratos QUEChERS das
amostras, com porcentagens de recuperacdo variando de 91,0 £ 0,1% a 101,10 £ 0,1%; para
contaminacdes de 0,01 a 3,14 mg kg™. Portanto, LAC-EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-

CS/EPG podem ser ferramentas promissoras na analise de CBM em matrizes alimentares.

Palavras-chave: Carbamatos. Polifenoloxidases. Nanomateriais. Filmes condutores.

Biossensores enzimaticos.



ABSTRACT

This work contemplates three strategies for carbamate pesticides (CBM) biosensing in natural
food, using polyphenoloxidases based biosensors as analytical device: (i) carbon nanotubes paste
electrode (CNPE) modified with laccase from Tramites versicolor (LACC), namely as LACC-
CNPE; (ii) graphene paste electrode (GPE) modified with Prussian Blue films (PB), followed by
the LACC immobilization by drop coating, namely as LACC/PB/GPE; and (iii) GPE modified by
the electrodeposition of a hybrid film composed for chitosan (CS), gold nanoparticles (AuNp)
and a mixing of LACC and tyrosinase from Agaricus bisposrus (TYR), namely as LACC-TYR-
AuUNp-CS/GPE. Based on 4-aminophenol (4-AMP) redox process, the presence of carbon
nanotubes and graphene allowed several advantages to the devices, such as: increase of the peak
currents values, catalysis of the redox process, improvement of the reversibility and electronic-
transfer kinetic. PB films (direct enzymatic immobilization without cross-linking reagent), CS
(suitable biocompatibility, higher immobilization and fixation of the enzymes) and AuNp
(reduction of the charge-transfer resistance) also showed important role on biosensors electrodic
configuration. Analytical curves were constructed by square-wave voltammetry, based on CBM
(carbofuran, carbaryl, formetanate, pirimicarb, propoxur and ziram) capability to inhibit the
polyphenoloxidase activity. In general, the proposed procedures had sensitivity (detection limits
ranging from 0.001 to 0.093 mg kg™?) in compliance with the maximum limit established by
Brazilian and European food surveillance and control agencies for the analysis of CBM residues
in vegetable crops (tomato, lettuce and potato) and citrus fruits (orange, tangerine and lemon),
with negligent interfering effect. Recuperation experiments were carried out with QUEChERS
extracts of the samples, allowing recuperation values from 91.0 + 0.1% to 101.1 £+ 0.1%; for
spiking levels from 0.01 to 3.14 mg kg™. Thus, LACC-CNPE, LACC/PB/GPE and LACC-TYR-
AuNp-CS/GPE are promisor tools for CBM analysis in food matrices.

Keywords: Carbamates. Poliphenoloxidases. Nanomaterials. Conductor films. Enzymatic

biosensors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pesticidas e meio ambiente

O uso desordenado e/ou disposi¢do inadequada de contaminantes emergentes no meio
ambiente tem desencadeado sérios desequilibrios aos ecossistemas e representam uma constante
ameaca para a biodiversidade.® Estes poluentes estdo distribuidos em diferentes grupos de
compostos, a exemplo dos pesticidas, agentes de acao terapéutica e farmacologica, cosméticos,
produtos de higiene pessoal, subprodutos industriais, hormoénios naturais e sintéticos, drogas
ilicitas, etc.? Eles recebem tal classificagdo pela falta de legislacdo ambiental que os contemplem,
estabelecendo uma relacéo entre seus niveis e aspectos toxicoldgicos, ou ainda, por estarem em
concentragdes ta0 baixas que limitam o monitoramento com os recursos analiticos disponiveis.®

Particularmente no caso dos pesticidas, o crescente acervo bibliografico que trata dos
problemas associados tanto a presenca quanto aos efeitos crénicos destes contaminantes para 0s
organismos vivos, tem impulsionado, em muitos paises, acBes governamentais e ndo-
governamentais de controle e de manejo das fontes poluidoras. No Brasil, esta questdo se reveste
de importancia Unica devido & caréncia de politicas publicas relativas ao tema? e falta de
esclarecimento da populacdo acerca dos riscos associados a exposicdo, reflexo de educacdo
ambiental bastante fragilizada que se perpetua ao longo das geracdes1*

Em 2006 havia quase 17 milhdes de pessoas ocupadas com atividades agropecuarias no
pais (incluindo produtores e seus familiares, empregados temporarios e permanentes), que
correspondia a quase 20% de toda a populacdo brasileira na ocasi&o. °> Neste mesmo ano, as
intoxicagBes com pesticidas representaram 48,9% das mortes por agentes exdgenos no Brasil,
representando a maior taxa de mortalidade dentre todas as causas de 6bitos por contaminacéo.®
Este percentual foi relacionado a ingestdo acidental, intencional e uso inseguro de pesticidas
durante as atividades ocupacionais. Dois anos depois, 0 pais tornou-se 0 maior consumidor de
pesticidas do mundo, com mais de 400 ingredientes ativos formulados em aproximadamente
1200 produtos. De acordo com o Sistema Nacional de Informacbes ToOxico-Farmacologicas
(SINITOX), no ano de 2009 foram registrados mais de onze mil casos de intoxicaces por
pesticidas no Brasil.” Atualmente, existem aproximadamente 500 ingredientes ativos, distribuidos

entre organoclorados, carbamatos, ureias, triazéis, piretroides, etc., que possuem uso permitido
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pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para fins agropecuérios, embora quase
100 outros compostos ja tenham sido proibidos.®

Em 2010, o Nordeste estava entre as regides brasileiras mais criticas com relacdo ao uso
de agrotdxicos e ao numero de vitimas (823) por intoxicacdes devido aos ingredientes ativos das
formulacdes, ficando atras somente das regides Sudeste (2.145) e Sul (898).” No mesmo ano, o
Nordeste também alcangou a primeira posi¢cdo no nimero de vitimas fatais por intoxica¢des com
pesticidas, apresentando 82 dbitos (47,9%) de um total de 171 ocorréncias registradas em todo o
Pais.7 De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, o Ceara ja era,
desde 2008, o estado nordestino com maior consumo de defensivos agricola, ocupando a quarta
posicdo no Brasil.” Dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — EMBRAPA, acerca
dos casos de intoxicagcfes ocorridas no Ceard, destacam a Chapada do Apodi (formagdo rochosa
que funciona como um divisor de aguas entre os rios Apodi e Jaguaribe) como a area com maior
nimero de ocorréncias.'® E na Chapada do Apodi onde também se observa o maior nimero de
vitimas de cancer no Ceara, sendo que o consumo de alimentos contaminados, 0 uso abusivo € o
método de aplicacdo dos pesticidas (pulverizacdo aérea) estdo entre as causas mais provaveis
desta desordem.’® Estima-se que pela pulverizacio aérea, cerca de 32% dos pesticidas fiquem
retidos nas plantas, 49% sejam desviados para o solo e 19% dispersados pelo ar para areas
adjacentes. > O maior nimero de vitimas da doenca vém sendo registrado nos municipios de
Limoeiro do Norte, Tabuleiro do Norte, Jaguaribe, Sdo Jodo do Jaguaribe, Alto Santo, Quixerg,
Pereiro, Potiretama, Jaguaribara e Ereré.? Todas essas cidades estdo situadas em &reas
produtoras de frutas e vegetais para subsisténcia, importacdo e exportacdo, embora pouca ou
nenhuma fiscalizagdo seja feita na regido.”

Milhome et al.'?> mostraram que os inseticidas (46%) e acaricidas (30%) sio as classes de
defensivos mais utilizados no entorno do Baixo Jaguaribe, seguidos dos herbicidas, fungicidas e
nematicidas. Dos 37 pesticidas contemplados no estudo, muitos atuam como inibidores da
acetilcolina, a exemplo dos carbamatos e organofosforados, classificados como sendo de classe |
ou extremamente téxicos (metomil, metamidofés e paration metilico), classe Il ou altamente
toxicos (carbosulfan, clorpirifés, fenitrotion e triazofos) e classe 111 ou moderadamente toxicos
(acefato, cartape e mancozeb). Marinho *2 investigou a presenca de agrotéxicos em 24 amostras
de aguas utilizadas para o abastecimento publico, coletadas em torneiras residenciais, canais de
abastecimento e em pocos profundos da Chapada do Apodi. Os resultados mostraram que todas
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as amostras eram contaminadas com, pelo menos, 5 pesticidas utilizados pelo agronegécio local.
Em alguns pontos de coleta foram identificados até 12 pesticidas na mesma amostra. Entre os
compostos encontrados, estavam pesticidas classe | (abamectina, endosulfan, difenoconazol e
tepraloxidim), classe Il (cletodim, carbofurano, carbaril, fenitrotiona e procimidona) e classe 1V
ou pouco toxicos (tebuconazol, glifosfato e ciromazina). O estudo ndo levou em consideracdo a
relacdo das concentraces com os limites maximos permitidos (LMRs) pela legislacdo vigente.

Um dos principais impactos negativos dos pesticidas € a capacidade de afetar as funcdes
enddcrinas dos seres vivos, imitando, mimetizando ou blogueando a acdo dos hormdnios
naturais.** Por isso, sdo classificados como desreguladores ou disruptores enddcrinos (DE) e a
exposicao direta ou indireta a esses contaminantes, mesmo em niveis de tracos (da ordem de ug
L? a ng L), tem sido relacionada a varias anormalidades em seres humanos, a exemplo da
puberdade precoce, surgimento de canceres nas glandulas enddcrinas e sistemas relacionados,
anormalidades no trato genital de machos e fémeas, infertilidade e risco de extingdo.'>*°

A dindmica dos DE no organismo dos seres humanos pode ser compreendida de forma
mais clara por um sistema chave/fechadura, similar ao observado para as enzimas. Uma vez
presentes no organismo, esses compostos vao de encontro aos receptores hormonais pela corrente
sanguinea, juntamente com os horménios naturais excretados pelas glandulas endécrinas.” A
Figura 1 retrata o esquema geral do mecanismo de atuacdo desses compostos. Os horménios
naturais sdo segregados pelas glandulas endocrinas e atuam de forma a se ligarem
especificamente aos receptores hormonais (Esquema 1), para que, deste modo, atendam e
regulem as necessidades do organismo. O receptor, por sua vez, recebe a mensagem e ordena aos
genes que produzam novas proteinas (efeitos a longo prazo - processos de crescimento,
maturacao, reproducdo sexual, etc.) ou que altere a atividades das proteinas existentes na celula
(efeitos a curto prazo - aumento do ritmo cardiaco, nivel de adrenalina, balanco de aglcar no
sangue, etc.). Alguns contaminantes exdgenos ndo interagem como esses receptores (Esquema 2)
e sdo excretados, praticamente, de forma inalterada por via urinéria e digestiva. No caso dos DE
(Esquema 3), por possuirem estrutura similar a dos hormdnios naturais, podem interagir
diretamente com esses receptores, desequilibrando o funcionamento normal do organismo.!’
Essas substancias também sdo capazes de mimetizar a a¢do dos horménios naturais (efeito
agonista) e/ou bloquear seus receptores (efeito antagonista), acarretando sérios disturbios ao

sistema endécrino dos seres vivos.®
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Figura 1 - Representacdo geral do mecanismo de atuagdo dos hormdnios naturais e contaminantes

exogenos em relacdo aos receptores hormonais

Esquema 1 Esquema 2 Esquema 3
Hormonio Contaminantes Desreguladores
Natural em geral enddcrinos
Mecanismo Néo afetam as fungdes Blogueiam ou imitam as
esperado endocrinas funcdes enddcrinas

\ ) )
[ ) [ : | ‘ )
\ J
|
Receptores Hormonais

Fonte: autoria prépria

Independente do modo de aplicacdo dos pesticidas, o solo é o destino final mais provavel
de grande parte dos residuos.’® Em seguida, de acordo com a dindmica de adsorgéo e dessorcéo
desses compostos no ambiente, controlada por uma série de processos fisico-quimicos (retencéo,
lixiviacdo, volatilizacdo, fotodegradacéo, decomposicdo quimica e microbioldgica, carreamento
superficial e absorcdo pelas plantas), uma nova rota se inicia.”> Além da retencdo, os fatores
bidticos e abioticos e as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas (solubilidade em agua,
pressdao de vapor, coeficiente de particdo octanol-a4gua, constante de ionizacdo acida ou basica,
constante da lei de Henry e tempo de meia-vida) também podem interferir na atividade dos
pesticidas sobre as plantas, bem como no destino final destes compostos.®

Em adicdo, estudos apontaram para o carater ndo-biodegradavel dos pesticidas, que
persistem tanto nos ecossistemas quanto nos organismos Vivos em contato com o0 ambiente,
constituindo um sério risco a salde, principalmente, daqueles que se encontram no topo da cadeia
alimentar, ou seja, os seres humanos.** Whallen et al.** alertaram que o contato, mesmo que
indireto, dos integrantes de qualquer nivel da cadeia alimentar dos seres vivos com essas
substancias, desempenha papel bioacumulador (acimulo do principio ativo ao longo do tempo),

biomagnificador (acumulo progressivo observado em cada nivel da cadeia alimentar) e
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biotransformador (transformacéo da substancia em seus metabélitos). Skinner et al.?

reportaram
que doses extremamente baixas (ug L™ a ng L™) destas substancias podem causar danos
irreversiveis em animais silvestres e, pelo principio da precaucdo, o contato com seres humanos
deve ser evitado ao maximo.

Especialistas na area de Endocrinologia consideram que, em seres humanos, a dieta
alimentar seja a principal rota de contaminagdo.' H4 um nimero consideravel de trabalhos que
retratam a ocorréncia de varios desses compostos em alimentos naturais, ou ainda, em solos,
sedimentos marinhos e 4guas naturais contaminadas por residuos oriundos de &reas agricolas.1
Embora os mamiferos estejam entre as principais vitimas de contaminacdo, pesticidas também
podem afetar os caracteres sexuais de peixes, crustaceos, moluscos, aves e répteis.**?* Assim, o
desenvolvimento de métodos para monitorar esses compostos em diferentes matrizes ambientais
tornou-se motivo de preocupacao imediata.13 648

O primeiro pesticida com agéo disruptora comprovada foi o organoclorado 1,1,1-tricloro-
2,2-bis(4-cloro-fenil)etano, conhecido cientificamente como DDT,* mas que se popularizou com
0 nome de “pesticida milagroso”. Em 1948, o quimico sui¢co Paul Hermann Miiller foi laureado
com o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina pela descoberta das propriedades inseticidas desse
composto contra varios tipos de artropodes. Anos depois, as consequéncias desastrosas desse
pesticida e outros compostos organoclorados foram advertidas pela cientista Rachel Carson, em
sua obra Silent Spring (Primavera Silenciosa), uma das mais importantes referéncias relativas a
pesticidas com acao endocrino-disruptora, onde relatou os diversos efeitos adversos ocasionados
ao meio ambiente em troca da garantia da alta producdo agricola, que se encontrava ameacada
pelas inimeras pragas que prejudicavam o agronegécio em nivel mundial.*® Com isso, muitos
paises baniram ou limitaram a producédo e o uso de varios organoclorados (aldrin, clorano, DDT,
dieldrin, endrin, heptacloro, hexaclorobenzeno, mirex, toxafeno, clordecone, -
hexaclorociclohexano, B-hexaclorociclohexano, lindano, pentaclorobenzeno, entre outros) na
década de 1970. Essas medidas se tornaram mais evidentes apds restrices estabelecidas pela
Convencdo de Estocolmo sobre poluentes organicos persistentes (POP).>” Mesmo assim, VArios
organoclorados ainda s&o utilizados por muitas nagoes, principalmente, paises emergentes, para o
controle de vetores transmissores de doencas.™

Como alternativa, grande investimento foi destinado a sintese e aplicacdo de potenciais

substitutos dos organoclorados, que mantivesse seu poder como defensivo, mas com menor
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impacto ao meio ambiente. Nesse sentido, surgiram os carbamatos e organofosforados, pesticidas
derivados de nitrogénio e de fosforo, respectivamente, capazes de inibir a atividade da enzima
acetilcolinesterase presente em diferentes pestes (parasitas e patdgenos) que ameagam 0S
cultivares.”® Todavia, considerando que esta enzima também esta presente em insetos, passaros,
peixes e mamiferos, ficou comprovado que esses compostos podem apresentar grande risco para
organismos nao-alvo.?’*® Em geral, carbamatos e organofosforados s&o menos persistentes e
bioacumulativos que os organoclorados, mas podem ser ainda mais toxicos para seres vivos que
estabelecem contato direto com o ingrediente ativo.?

Por conta da dimensdo desta problemaética de satde publica, as agéncias de seguranga e
controle alimentar se encontram em constante estado de alerta, reavaliando e estabelecendo novas
diretrizes para o uso restrito e legal desses pesticidas.8*° Na atual conjuntura, a medida mais
plausivel seria monitorar os niveis desses compostos nas matrizes as quais estejam inseridos. S6
assim sera possivel compreender a dindmica ambiental, estabelecer relagbes entre seus niveis e

efeitos toxicologicos, ou ainda, identificar e controlar as fontes poluidoras.
1.2 Carbamatos

Os pesticidas da classe dos carbamatos (CBM), também conhecidos como uretanos, sdo
sais ou ésteres derivados do acido carbamico, com substituicdes dos hidrogénios hidroxilicos e
aminicos, por diferentes atomos, grupos funcionais ou radicais. Esses agroquimicos foram
introduzidos no mercado em 1950, ap6s a Segunda Guerra Mundial, e representam, ao lado dos
organofosforados, o grupo de pesticidas mais utilizados no Brasil.** CBM impedem a
degradacdo da acetilcolina (substancia responsavel pela comunicagdo entre as celulas nervosas),
suprimindo a transmissdo continua dos impulsos nervosos, que sdo indispensaveis para as
funcdes vitais do organismo.?"%°

Quando utilizados como defensivo agricola, CBM possuem ac¢do inseticida, nematicida,
herbicida e fungicida.** Também sdo utilizados na industria de medicamentos, principalmente, no
tratamento do mal de Alzheimer,*? ou ainda, na producdo de polimeros como poliuretanos.** Em
geral, sdo instaveis e volateis, podendo ser metabolizados por micro-organismos, plantas e

animais. Sua degradagdo na agua e no solo esta relacionada a diversos fatores como umidade,
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temperatura, pH e luminosidade, e sua decomposicao resulta na producdo de aménia, dioxido de
carbono, aminas, &lcoois e fendis.?

Simples alteracGes nos grupamentos substituintes dos CBM podem atribuir propriedades
sistémicas e ndo-sisttmicas para uma dada cultura. No Brasil, ha uma grande variedade de
formulaces & base destes pesticidas, que sdo comercializadas com diferentes apresentacdes.*
Como exemplos de ingredientes ativos, pode-se citar os n-metilcarbamatos carbaril, carbofurano,
formetanato, pirimicarbe, propoxur e ziram, cujas estruturas quimicas estdo contempladas na
Figura 2. CBM também estdo incluidos na lista de poluentes prioritarios pela United States
Environmental Protection Agency, um dos mais importantes 6rgdos de controle ambiental
existentes.* Neste ponto, também é importante ressaltar que alguns pesquisadores relataram ter
encontrado residuos de pesticidas em alimentos, mesmo ap6s sua proibicdo, reforcando a

necessidade de politica de fiscalizagdo mais rigorosa.5***

Figura 2 — Estruturas quimicas de diferentes ingredientes ativos do grupo dos n-metilcarbamatos
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Em 2010, no dltimo monitoramento realizado pela ANVISA, por meio do Programa de
Anélise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA), para avaliar possiveis residuos de
pesticidas presentes em hortalicas, frutas, verduras e legumes comercializados no Brasil, foram
fornecidas informacdes preocupantes. Das 2.488 amostras analisadas, apenas 37% delas néo
apresentaram residuos dos pesticidas avaliados, em 35% detectou-se niveis de residuos abaixo do
limite maximo estabelecido (LMR) e 28% foram consideradas insatisfatorias por apresentarem
residuos de produtos ndo autorizados ou autorizados, mas com teores acima do LMR. Das
diferentes classes de pesticidas em que foram identificados aditivos com situacdo irregular
encontram-se, principalmente, o0s n-metilcarbamatos e ditiocarbamatos, ao lado dos
organofosforados, piretroides, benzimidazdis, dicarboximidas, clorociclodienos e pirimidinil
carbinois. O estudo ainda aponta que o uso indiscriminado e ilegal de um ou mais pesticidas em
culturas para as quais eles ndo estdo autorizados, apresenta duas principais consequéncias
negativas: exposi¢do ocupacional desnecessaria ou 0 aumento da exposi¢do do trabalhador rural e
0 aumento do risco na dieta dos consumidores que ingerem o alimento contaminado, uma
situacdo que ainda pode se agravar a medida que os defensivos sdo encontrados em outros
produtos consumiveis.*

Na area de Quimica dos Alimentos, grande énfase tem sido dada ao etilcarbamato
(EtCBM), um contaminante capaz de desencadear canceres em camundongos, ratos e hamsters e
considerado potencialmente carcinogénico para humanos.***’ Esse composto é naturalmente
gerado durante processos de fermentacdo e, por isso, seus residuos vém sendo encontrados em
bebidas alcodlicas como cervejas e vinhos, ou ainda, em vinagres, molhos, queijos, massas e
iogurtes. 2%

Baffa Junior et al.*’ avaliaram a presenca de EtCBM em diferentes estagios (extrato da
cana-de-agucar, fermentacdo do melaco, obtencdo das fragdes do material destilado e residuo
gerado) da producdo da cachaga brasileira, utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Para isso, 0 espectrometro de massas foi operado em modo
de impacto eletronico (70 eV), com temperatura do forno e injetor mantidas a 220 °C e gas hélio
(5.0) como carreador com fluxo de 1,0 mL min™. A separacdo cromatogréfica foi realizada em
coluna capilar de silica fundida com DB-Wax. A anélise foi monitorada por reacGes multiplas:
m/z 74 > 44 e m/z 62 > 44 para EtCBM e m/z 64 > 44 para o etilcarbamato-d5 usado como padrao

interno. O limite de deteccdo (LD) obtido foi de 15 pg L™. A concentracéo do analito encontrada
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nos diferentes extratos variaram de 1,57 a 122 mg L™. Os autores observaram que a qualidade da
bebida, com relacdo ao teor de EtCBM, pode ser melhorada separando as fracGes do destilado,
sendo que as porcdes obtidas com menor tempo de destilacdo possuiam as concentracbes mais
representativas do contaminante.

Alcarde et al.*® investigaram a presenca de EtCBM em bebidas alcodlicas mono e
bidestiladas. Esses autores também utilizaram CG-EM com energia de 70 eV para promover a
ionizacdo do analito por impacto eletrénico. As demais condi¢Bes experimentais foram: coluna
capilar com fase polar; temperatura do injetor e detector de 230 °C e 220 °C, respectivamente; gas
hélio com vazdo de 1,2 mL min™'; monitoramento do composto pelo fragmento do fon molecular
62 m/z. O procedimento alcancou LD de 10 pg L™ Os resultados mostraram que extratos
bidestilados reduzem o percentual deste composto (3%) na composicdo de bebidas alcodlicas,
comparado aos monodestilados (30%). Entre os precursores responsaveis pela formacdo deste
micropoluente em bebidas estdo cianeto de cobre, cianatos, tiocinanatos, ureia, citrulina,
carbamilfosfato, lactonitrila, isobutiraldeido e cianoidrina. Em todo caso, estudos mais detalhados
sdo necessarios para elucidar a(s) rota(s) envolvida(s) na formacdo de EtCBM em bebidas e
alimentos fermentados.*’

Por conta da instabilidade térmica dos carbamatos, Ajtony et al.*° avaliaram a presenca de
EtCBM em vinhos hlngaros por meio da derivatizagdo do analito com 9-xantidrol em meio
acido. O composto formado € o carbamato de etil xantil que apresenta alta estabilidade (~ 48
horas) e propriedades fluorescentes. O processo de separacdo e de quantificacdo do analito em
diferentes bebidas alcodlicas foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
nas seguintes condicBes: coluna em fase reversa Cig; fase mdvel em gradiente entre acetato de
sodio (pH 7,2) e acetonitrila, com vazdo de 0,8 mL min™; detector de fluorescéncia, monitorando
0 analito em 238 nm e 300 nm, com tempo de retencdo (TR) do analito em torno de 15 minutos.
Com LD de 3,0 ug L™, os autores identificaram niveis do analito entre 4,9 a 39,9 pug L™ em 33
diferentes amostras de vinhos hungaros. Todavia, processos de derivatizagcdo ndo sdo triviais e
comprometem a praticidade do procedimento analitico.

O risco associado ao efeito endocrino-disruptor e bioacumulativo de alguns CBM em
frutas e produtos derivados, vegetais, agua e solo também tem sido enfatizado, com destaque para

41
l.

o carbaril. Chin-Chen et al.”* avaliaram a presenca de carbaril e do seu principal metabdlito (1-

naftol) em amostras de alface, agua e solo, utilizando cromatografia liquida micelar (CLM) com
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deteccdo por fluorescéncia. Para contornar problemas associados ao uso de compostos clorados
na analise de CBM, visando atribuir maior seletividade ao método, a fase movel micelar era
composta do surfactante dodecilsulfato de sédio diluido em propanol (6%, v/v) e tamponada em
solucdo de dihidrogenofosfato de sddio pH 3,0. Antes da andlise, as amostras de dgua ou 0s
extratos de alface e de solo foram simplesmente filtrados no amostrador automatico do
equipamento, reduzindo as etapas de bancada e o tempo de analise do carbaril. A separagdo de
carbaril (TR ~ 8 min) e 1-naftol (TR ~ 12 min) foi realizada em coluna C;g, com méximo de
excitacdo em 225 nm e 333 nm, respectivamente. Ap6s a otimizacdo dos pardmetros que
influenciam a sensibilidade e a seletividade do método, foi obtido LD de 5,0 ng mL™ para
carbaril e LD de 18,0 ng mL™ para 1-naftol. Os valores de porcentagem de recuperagdo (REC)
variaram de 98,9 a 101,1%, para contaminagdes de 100 ng mL™ ou 100 ng g™*.

Chowdhury et al.** também desenvolveram um método seletivo para identificar residuos
de dezenove pesticidas por CG-EM, dentre os quais encontram-se 0s carbamatos carbaril,
carbofurano, carbossulfano e cartape, em amostras de berinjela, tomate, couve-flor, repolho,
batata, pepino, cenoura e cebola. A separacdo foi realizada em coluna de silica, monitorando trés
diferentes fragmentos de carbofurano (TR = 5,69 min), carbaril (TR = 8,05 min), cartape (TR =
14,61 min) e carbossulfano (TR = 18,73 min). A temperatura do injetor e do detector foi mantida
em 250 °C e gas hélio foi utilizado como carreador com fluxo de 1,5 mL min™. Os valores de LD
variaram de 1,3x10° a 4,2x10° mg kg™, com REC entre 79,0 e 106%, para concentracdes de
0,05 e 0,5 mg kg™. Os autores concluiram que os elevados niveis dos pesticidas encontrados em
alguns vegetais é consequéncia do uso indiscriminado desses defensivos, pondo a salde dos
agricultores e consumidores em constante risco.

Prasad et al.*

investigaram a presenca de sete carbamatos em amostras de gréo de bico,
trigo, lentilha, soja, folhas de feno-grego e magé. O protocolo analitico utilizava CLAE acoplada
a detector ultravioleta (235 nm), separacdo cromatografica em coluna Cg, com fase movel
composta de mistura acetonitrila:agua (30:70%, v/v) com vazdo de 1,0 mL min™. Nessas
condicOes, foi possivel determinar aldicarbe (TR = 5,51 min), benomil (TR = 3,13 min),
carbofurano (TR = 9,77 min), etiofencarbe (TR = 13,84 min), metomil (TR = 2,42 min), tiofanato
etilico (TR = 22,62 min) e tiofanato metilico (TR = 8,17 min). Os autores mostraram que a
cromatografia liquida é mais eficiente que a gasosa para analise destes compostos por conta da

baixa volatilidade, alta polaridade e instabilidade térmica dos mesmos. Os valores de LD
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variaram de 8,00x10® a 1,16x10° mg L™, com REC de 81,1 a 98,8%, para concentracio de 8,0
mg g, ressaltando a alta sensibilidade do método proposto.

Song et al.* desenvolveram um método para determinar CBM em extratos de macas,
utilizando cartuchos de microextracdo em fase sélida (MEFS) modificados com nanotubos de
carbono, a fim de aumentar a capacidade de extracdo do material adsorvente. A deteccdo dos
analitos foi realizada por CLAE com detector de arranjo de diodos, separagéo feita em coluna
Cys, utilizando fase movel em modo isocratico e composta de metanol e acido fosforico 0,1%
(55:45, v/v). O monitoramento de carbofurano, isoprocarbe e metiocarbe foi realizado em 200
nm, de carbaril em 221 nm e dietofencarbe em 207 nm. Todos os analitos foram eluidos em até
40 minutos. O método também demostra alta sensibilidade, onde os valores de LD variaram entre
0,09 e 6,00 ng g*, com REC de 91,7 a 112,4%, para trés niveis de contaminacio investigados
(50, 100 e 150 ng g™).

Rajski et al.* investigaram a presenca de 113 pesticidas em amostras de abacate e
améndoas, cujos extratos foram obtidos pelo método QUEChERS ( do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Ruged and Safe) seguido de uma série de estratégias para clean-up das amostras por
extracdo em fase solida (EFS, cartuchos a base de Z-Sep e Z-Sep* — adsorventes a base de ZrO,,
PSA — amina primaria e secundaria, Cyg e silica), mini-Luke e extracdo em acetato de etila. A
quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida com espectrdmetros de massa sequenciais
(CL-EM-EM). QUEChERS seguido de SPE/Z-Sep foi 0 método de extragdo mais satisfatorio para
ambas as matrizes. Da grande variedade de pesticidas analisados, encontraram-se os CBM
aldicarbe, carbaril, carbendazim, dietofencarbe, fenoxicarbe, formetanato, indoxacarbe,
iprovalicarbe, isoprocarbe, metiocarbe, pirimicarbe e propoxur, com TRs entre 2,97 e 25,94 min.
Os limites de quantificacdo (LQ) variaram entre 10 e 50 pg kg™, com REC de 70 a 120%, para
concentracdes de 10 e 50 ug kg™.

Park et al.*

reportaram que, atualmente, o método QUEChERS representa um dos mais
eficientes métodos de extracdo de contaminantes em alimentos. Os autores obtiveram éxito na
extragdo do micropoluente fenobucarbe presente em 15 diferentes marcas de musculos de carne
bovina. A quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida associada a espectrometria de
massas sequenciais com interface de ionizagdo por electrospray (CL-IES-EM-EM) no modo
positivo, com monitoramento feito por dois fragmentos: quantificacdo em 99,9 (14) m/z e

confirmacdo em 151,9 (8) m/z. A separacdo do analito foi realizada em coluna Cyg, mantendo a
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temperatura do forno em 35 °C, utilizando fase mével em gradiente linear entre &cido formico
(0,1%)/acetonitrila e acido formico (0,1%)/4gua, com vazéo de 0,25 mL min™. Nitrogénio foi
empregado como gas nebulizador e argénio como gas de colisdo. O método permitiu quantificar
fenobucarbe com TR igual a 8,3 min e LD = 1,5 pg kg™ . Nenhum residuo do fenobucarbe foi
encontrado acima do LQ (5,0 pg kg™). Para contaminacdes artificiais de 10 e 40 pg kg™, foi
obtida REC variando entre 83,7 e 93,4%, reforcando a seletividade e exatiddo do método.

Malik e Faubel*’ também mostraram que a eletroforese capilar com detector ultravioleta
(254 nm) pode ser usada como alternativa para detectar ditiocarbamatos como ziram (TR = 5,0
min; LD = 0,57 ug mL™; REC equivalentes a 97 e 98%, para contaminacées de 20 e 60 pg g™,
respectivamente) e zineb (TR ~ 8,0 min; LD = 0,68 ug mL™; REC equivalentes a 96 e 98%, para
contaminacdes de 20 e 60 pg g”, respectivamente) em amostras de trigo com alta precisdo,
rapidez, sensibilidade e seletividade, empregando tampéo tetraborato pH 9,0 como eletrélito
carreador e aplicando voltagem de aproximadamente 25 kV. As espectroscopias na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (LD = 0,055 mg g™ de solo),*® molecular (LD = 20
ng L™ de 4gua para ziram e 21 pg L™ de agua para zineb)* e de absorcdo atdmica (LD = 144 ug
L™ de 4gua para ziram e 145 pg L™ de agua para zineb)*® também foram empregadas na anélise
de ditiocarbamatos, mas com sensibilidade inferior a alcancada por cromatografias liquida e
gasosa e por eletroforese capilar.

Apesar do investimento em pesquisas com CBM, o conhecimento acerca da dinamica,
toxicologia e alternativas para 0 monitoramento desses compostos e de seus metabdlitos ainda é
escasso, o que dificulta a adocdo de medidas de manejo e de controle das fontes poluidoras.* Do
ponto de vista analitico, uma das principais razdes para essa limitacdo é a dificuldade para
guantificar esses compostos em matrizes ambientais tdo complexas (alimentos, aguas
superficiais, fluidos biolégicos, solos, sedimentos, etc.).”™® Portanto, a busca por métodos
acurados para monitorar pesticidas em amostras ambientais constitui um grande desafio para

muitos pesquisadores e um importante tépico de estudos na Quimica Analitica.>**!8°0

1.3 O papel da Eletroquimica em estudos analiticos

A importancia de se estudar CBM por via eletroquimica se da pelo fato de que, para se

fazer cumprir a legislagdo vigente e atender & crescente demanda do mercado agropecuério,® os
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laboratérios de controle e vigilancia alimentar empregam, em geral, métodos cromatograficos
multirresiduos, que contemplam ampla faixa de pesticidas de distintas familias, embora nem
sempre tais métodos sejam suficientemente sensiveis para todos os compostos analisados.3*">°
Em adicdo, os meétodos cromatogréaficos convencionais, mesmo 0s mais seletivos, costumam
empregar um grande numero de “etapas de bancada”, que tornam o tempo de analise elevado,
utilizam grandes quantidades de solventes tdxicos e instrumentacdo financeiramente dispendiosa,
elevando o custo final das analises e inviabilizando-as para aplicacbes de rotina.3** Essas
informac@es reforcam a importancia de se desenvolver novos métodos, a partir de técnicas mais
rapidas e com custo acessivel, sem perder de vista a sustentabilidade ambiental, um perfil
analitico com nivel de exigéncia que pode ser enquadrado nas técnicas eletroanaliticas.

O crescente interesse em estudos analiticos que utilizam técnicas eletroquimicas como
instrumento de andlise é reflexo de suas vantagens frente aos métodos convencionais
(cromatografia e espectroscopia).’* > Os procedimentos eletroanaliticos sd0 mais robustos e
menos susceptiveis a interferentes naturais e antrépicos presentes nas amostras, possibilitando,
em alguns casos, experimentos in loco.® Em geral, estes métodos sdo mais adequados para
analises de rotina pela simplicidade instrumental, custo moderado e portabilidade.*® Também
permitem ensaios com amostras coloridas e/ou com particulas suspensas, evitando possiveis erros
sistematicos inerentes a diluicdo das amostras.>”° A associacdo entre os resultados obtidos e os
critérios de diagnosticos de cada técnica fornece informacGes que vao além da analise trivial dos
poluentes, a exemplo da aquisicdo de parametros cinéticos, mecanisticos e ocorréncia de reacoes
paralelas.®® De acordo com Gupta et al.,*® o estudo do comportamento eletrogquimico de
moléculas bioativas sdo importantes pela similaridade entre as reacdes eletroquimicas e
bioldgicas, simulando na superficie do eletrodo, as reaces que acontecem in vivo.

Com o avanco de pesquisas envolvendo materiais condutores, uma grande variedade de
sensores vem sendo desenvolvidos, com caracteristicas e vantagens distintas, que atribuem maior
sensibilidade aos procedimentos eletroanaliticos. Estratégias de analise inovadoras foram
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desenvolvidas com diversos transdutores derivados de carbono, mercurio, ouro,
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cobre, platina, entre outros, capazes de detectar e de quantificar poluentes em amostras
cada vez mais complexas. Maior especificidade e/ou seletividade também podem ser agregadas

pela imobilizacdo de diversos elementos de biorreconhecimento (acido desoxirribonucleico -
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DNA, écido ribonucleico - RNA, proteinas, enzimas, anticorpos, etc.) sobre a superficie dos
sensores, constituindo os chamados biossensores,>*%"18!

A evolucdo das pesquisas em Nanociéncia também tem contribuido para a construcéo de
novos dispositivos & base de materiais nanoestruturados.®®**"*% Particularmente, transdutores
constituidos de nanomateriais carbondceos apresentam excepcionais propriedades de transporte
elétrico, com destaque para alta condutividade e mobilidade eletrdnica. De acordo com Marinho
et al.,®* nanotubos de carbono (estruturas cilindricas - uma ou multiplas paredes - compostas por
folhas de grafeno, com unidades de carbono sp® hexagonais altamente estaveis) e grafeno
(camada bidimensional de atomos de carbono sp? densamente compactados) sdo, sem divida,
duas das mais importantes descobertas da nova geracdo de materiais condutores. A excelente
resisténcia mecénica e elevada condutividade elétrica, caracteristicas marcantes desses
nanomateriais e dos seus compdsitos, possibilitaram uma gama de estratégias para o
desenvolvimento de sensores que revolucionou a industria de dispositivos eletronicos.>*>461:6469

Nanoparticulas de metais, semimetais, 6xidos e compositos de nanomateriais também
possuem vasta aplicacdo na eletroquimica de sensores e biossensores.>*®® Dentre as propriedades
Unicas das nanoparticulas que justificam a sua utilizacdo na configuracdo eletrddica de diferentes
dispositivos, destacam-se: versatilidade para modificacdo, biocompatibilidade para a
imobilizacdo de biomoléculas, catalise de reacGes eletroquimica e, principalmente, elevadas
condutividade elétrica e area superficial.**®* Além disso, a incorporacdo de nanoparticulas em
membranas ou matrizes poliméricas permite aumentar a condutividade elétrica do compésito em
vérias ordens de grandeza, sem comprometer caracteristicas importantes da matriz receptora.®®
Isso é possivel, porque, uma vez presentes na configuragdo eletrodica, esses materiais transmitem
suas propriedades elétricas da escala nanométrica para o nivel macroscopico. Esse conjunto de
atributos tornam as nanoparticulas metalicas versateis para a construcdo de novos sensores,

biossensores,”* imunossensores® e genossensores’ eletroquimicos.
1.4 Biossensores enzimaticos
Com a ascensdo da Quimica Verde, protocolos analiticos que otimizem ou eliminem

possiveis residuos gerados com a andlise, ou ainda, baseados em dispositivos portateis e capazes

de monitorar poluentes em tempo real, tém se destacado frente aos procedimentos
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tradicionais.*® A tecnologia dos biossensores é uma “ferramenta chave” para atender esses
critérios. Nas Ultimas trés décadas, esses dispositivos ganharam grande destaque em virtude da
facilidade de preparacdo, custo acessivel, alta precisdo e baixo nivel de interferentes para o
sensoriamento de micropoluentes.®* Alta sensibilidade, seletividade, especificidade, tempo de
resposta e de vida util, reprodutibilidade e exatiddo das medidas sdo os principais parametros
buscados nestes dispositivos.?*?

As medidas sdo classificadas de acordo como o método de transducdo do sinal
(eletroquimicas, dpticas, térmicas, piezelétricas, etc.) e o elemento de biorreconhecimento.®® Os
biossensores eletroquimicos podem ser amperométricos (potencial é aplicado entre os eletrodos
de trabalho e de referéncia, sendo a corrente resultante medida continuamente), potenciométricos
(medida da densidade de carga na superficie do eletrodo de trabalho em relacdo ao eletrodo de
referéncia), condutimétricos (variacdo nas medidas de condutancia, resultante de produtos da
reacdo catalitica) e impedimétricos (medidas das propriedades elétricas resultante dos eventos de
biorreconhecimento na superficie de trabalho).®

Para os CBM, métodos enzimatico-analiticos baseados em técnicas eletroquimicas sdo
fortemente encorajados.®” Esses dispositivos possuem caracteristicas especiais para a detecgdo
desses poluentes em matrizes complexas por conta de sua alta seletividade e/ou especificidade
para com o analito, permitindo sua deteccdo mesmo na presenca de outros contaminantes
antrépicos, excipientes ou interferentes naturais.®®’

Seletividade e/ou especificidade de biossensores enzimaticos dependem da fonte e da
técnica de extracdo do elemento de biorreconhecimento, da matriz receptora e da interacdo entre
eles. Ha uma grande variedade de enzimas (acetilcolinesterase, lacase, tirosinase, peroxidase,
uricase, glucose oxidase, lactato oxidase, entre outras) que podem ser selecionadas de acordo
com as caracteristicas da molécula-alvo.?®® A mutacéo genética ou modificagdo quimica das
enzimas também sdo alternativas inovadoras para aumentar interacdo, seletividade e
especificidade entre o elemento de biorreconhecimento e o substrato.®

Devido a capacidade dos CBM de inibir a atividade da acetilcolinesterase (AChE), esta
enzima é a mais utilizada no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para a deteccdo
destes pesticidas e de uma gama de outros micropoluentes.?#%% CBM também séo téxicos para
outras enzimas, a exemplo das polifenoloxidases lacase (LAC) e tirosinase (TIR), embora a

literatura especializada ainda seja bastante limitada.? %2
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Lacases (LAC, E.C. 1.10.3.2, p-benzenodiol: oxigénio oxidoredutase) sdo glicoproteinas
diméricas ou tetraméricas pertencentes ao grupo das oxidases azuis.*® Essas enzimas podem ser
extraidas de plantas superiores, fungos e bactérias e sdo consideradas excelentes biocatalisadores
para a oxidacdo de derivados de polifendis, anilinas e ti6is.®*#* A fonte de extragdo da enzima
influencia fortemente a eficiéncia catalitica, 0 mecanismo de inducdo a oxidacdo, grau de
polimorfismo, propriedades cinéticas e fisico-quimicas. Em geral, LAC possui quatro atomos de
cobre que catalisam a reducdo de oxigénio molecular a 4gua, sem a producdo de peroxido de
hidrogénio, paralelo a abstracdo de um elétron de um dado substrato/eletréfilo. Os atomos de
cobre estdo distribuidos em diferentes sitios de ligacdo na estrutura enzimatica e sdo classificados
em trés tipos, de acordo com as caracteristicas espectroscopicas e funcionais: Tipo 1
mononuclear ou azul, Tipo 2 mononuclear ou normal e Tipo 3 binuclear com propriedades
antiferromagnéticas.®® Na verdade, os sitios Tipo 2 e 3 atuam como um aglomerado trinuclear
composto por um sitio Tipo 2 e dois sitios Tipo 3. Com base no potencial de eletrodo padréo do
sitio T1, as cobre-oxidases sdo classificadas em enzimas de potencial alto, médio ou baixo. LAC
consegue oxidar somente substratos com potencial de ionizagdo menores ou levemente maiores
que o potencial redox do atomo de cobre do sitio T1.%* Assume-se que o sitio T1 de LAC recebe
os elétrons do substrato, gerando um catio-radical ou cation intermediéario, e os transfere para os
trés 4tomos de cobre do aglomerado T2/T3, onde o oxigénio molecular é reduzido agua.®®%
Assim, os sitios T1 determinam a eficiéncia da catalise da oxidacdo dos substratos, onde LAC
com alto potencial redox no sitio T1 sd0 as mais promissoras para aplicacées biotecnolégicas.”

Tirosinases (TIR, E.C. 1.14.18.1, monofenol monoxigenase) sdo enzimas tetraméricas,
com dois sitios ativos por molécula, sendo cada um desses sitios formados por dois atomos de
cobre coordenados com histidinas.®®** Elas sdo amplamente distribuidas por toda a escala
filogenética (de bactérias a mamiferos), podendo apresentar diferentes caracteristicas cinéticas e
termodindmicas de acordo com a fonte de extracdo, mesmo que seja de um mesmo organismo,
como normalmente acontece nas folhas e raizes de plantas superiores.”® TIR possui atividade
hidroxilase (monofenolase) para monofendis e oxidase (difenolase) para o-difenadis.
Concomitantemente ao processo de oxidacdo do derivado fendlico, a enzima é oxidada de volta a
sua forma nativa pelo oxigénio molecular, sendo que o forte poder oxidante do oxigénio torna a
reacdo global irreversivel.** A catélise da oxidacéo de compostos fenélicos esta relacionada ao
estado de oxidacdo dos fons cobre, podendo ser do tipo met [TIRme(Cu,*)], deoxi
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[TIRgeoxi(CU22)] € oxi [TIRui(Cuz*"...0,%)].28% Em preparacdes recentes de TIR, a forma
TIRme(Cu*), um estado monofenolase inativo, é predominante, enquanto a forma
TIRxi(Cuy*"...0,% ), estado monofenolase ativo, existe apenas em pequenas proporcoes,
justificando o valor reduzido da velocidade inicial de reacio de oxidag&o.**

Existem vérias estratégias para a imobilizacdo destas enzimas sobre o sensor, com
destaque para cross-linking com reagentes multifuncionais (por exemplo, glutaraldeido e
compostos similares), adsorcédo direta sobre filmes condutores, ligacdo covalente em superficies
previamente modificadas, entrapment da enzima em matriz sol-gel ou em micela reversa,
eletrodeposicdo em matriz polimérica e drop coating.?®® Acredita-se que o processo de
imobilizacdo atrelado a conservacdo da atividade enzimatica € a etapa mais critica no
desenvolvimento de biossensores enzimaticos, podendo comprometer a viabilidade e a vida Util
do dispositivo.8*®®89 Em geral, métodos de imobilizacdo quimica (por exemplo, formacdo de
ligagOes covalentes) tendem a reduzir a atividade das enzimas por afetarem sua estrutura natural.
Em contraste, permitem uma imobilizagdo mais eficiente e atribuem maior estabilidade ao
dispositivo. Métodos fisicos (por exemplo, entrapment e drop coating), normalmente, ndo afetam
a natureza das enzimas, mas conferem menor aderéncia do bioelemento & superficie de trabalho.®

Eletrodos compdsitos a base de nanomateriais carbonaceos (nanotubos de carbono e
grafeno) estdo entre os transdutores mais usados para converter processos de biorreconhecimento
em um sinal eletroanalitico mensuravel.®*®! Esses materiais possuem alta versatilidade para
modificacdes quimicas e bioldgicas que, somando-se as suas excelentes propriedades elétricas,
catalisam os processos redox dos analitos e reduzem problemas associados a passivacao e a
contaminacdo da superficie de trabalho.*®® No entanto, para aumentar a estabilidade, vida (til
dos biossensores enzimaticos, estratégias de imobilizacdo direta e indireta e fixacdo do
bioelemento ativo devem ser mais investigadas, a fim de desenvolver dispositivos com melhor
custo-beneficio.®*% Esse aspecto é um dos maiores desafios para a comercializagdo destes

dispositivos.®
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2. ESTADO DA ARTE

Em geral, CBM sofrem processos de oxidacdo em potencial elevados (1,25 V a 1,45
V).B% Apesar da determinacdo direta oferecer melhor custo-beneficio, dependendo da superficie
e do pH de trabalho, o processo redox destes pesticidas pode vir acompanhado de
desprendimento de oxigénio, que afeta negativamente a relacdo sinal/ruido e compromete a
sensibilidade do método. Intervalos de potencial elevados também tornam a medida mais
susceptivel a interferentes e prejudicam a seletividade do método. Por conta disso, a derivatizacao
de CBM por hidrélise alcalina, para converté-los em seus respectivos derivados fendlicos,
também tem sido utilizada como alternativa para a eletroanalise desses micropoluentes.” Apesar
da derivatizacdo apresentar vantagens frente ao método direto (reduzido desprendimento de
oxigénio por se determinar os produtos da hidrdlise em potenciais menos positivos), a oxidacao
de compostos fenolicos acarreta a formacdo de produtos poliméricos que passivam a superficie
do eletrodo, afetando a repetibilidade das medidas e a precisio do método proposto.2®

Nesse contexto, Rao et al.” estudaram a eficiéncia do eletrodo de diamante dopado com
boro (EDDB) na oxidacdo direta e deteccdo dos CBM carbaril, carbofurano, bendiocarbe e 2-
benzimidazolcarbamato de metila, antes (1,45 V vs. Ag/AgCI/Clsy) e apds (0,90 V vs.
Ag/AgCI/Cl s) 0 processo de hidrolise alcalina. Dados obtidos por voltametria ciclica (VC), em
meio de solugdo mista de NaClO, (0,10 mol L™), NaOH (0,02 mol L™) e 4cido acético glacial
(99,9%) a pH 3,2, indicaram que a derivatizacdo desses compostos permite aumento na
sensibilidade em relacdo ao método direto, com valores de LD variando entre 0,6 e 1,0 ng mL™.
A sensibilidade alcancada com o EDDB, sem o processo de derivatizacdo, foi similar a obtida por
técnicas convencionais como CLAE e imunoensaio enzimatico (ELISA), mas apos a hidrolise
torna-se consideravelmente superior. Os autores ainda mostraram que produtos da hidrélise dos
CBM passivam a superficie do EDDB, comprometendo a sensibilidade do dispositivo. Todavia,
esse problema pdde ser superado pelo tratamento anddico da superficie (aplicacdo de 3,0 V por
30 minutos), garantindo a estabilidade do dispositivo e reprodutibilidade das medidas.

Wei et al.®” também utilizaram o processo de oxidacao do carbofurano sobre eletrodos de
carbono impressos (SPCE, do inglés screen-printed carbon electrode) para quantifica-lo em
amostras artificialmente contaminadas de agua, solo e vegetais. A determinacéo foi realizada de

forma indireta, com base na hidrdlise deste pesticida (0,20 V vs. ECS), obtida por aquecimento a
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70° C, em meio de tampé&o borato pH 10,0. Com a otimizagdo dos parametros experimentais e
utilizando voltametria de pulso diferencial (VPD), foi obtido LD de 5,0x10°® mol L™ e valores de
REC variando entre 87,0 e 98,2%, para contaminagdes de 10x10° e 20x10° mol L™. No entanto,
alguns autores concluiram que a instabilidade térmica é um fator que deve ser bem avaliado ou
evitado em trabalhos com CBM.***

O processo de reducdo de CBM também tem sido utilizado como alvo em estudos
eletroanaliticos. No entanto, o carater adsortivo das moléculas e, em alguns casos, os elevados
potenciais negativos restringem as pesquisas a um numero reduzido de superficies de trabalho,
com destaque para eletrodos de mercirio.”® ® Qiu e Ni *® determinaram ziram em tomate,
repolho e batata, utilizando eletrodo de gota pendente de mercirio (HMDE, do inglés hanging
mercury drop electrode) como sensor de trabalho. Os autores estudaram diferentes técnicas
eletroanaliticas a fim de atribuir maior sensibilidade ao método e observaram que a intensidade
do processo redox do ziram (~ 1,25 V vs. Ag/AgCI/Cls,) obtido por voltametria de onda
quadrada (VOQ), em meio de tampao Britton-Robinson (BR) pH 2,78, chega a ser quatro e duas
vezes maior que o observado por VC e VPD, respectivamente. O valor de LD (0,0072 ug mL™)
obtido com o0 método permitiu REC variando entre 93,0 e 98,0%, para contaminagdes de 0,04 ug
mL™. Considerando que ziram possui fons Zn®* na sua estrutura, o estudo de interferentes
contemplou os cétions Cu®*, Ag*, Fe**, Cu®*" e Hg®*, em uma concentracio dez vezes maior que a
do analito. Todavia, como o método de extracdo foi baseado em um processo de particdo
liquido/liquido em meio de acetona, a migracdo dessas espécies para a célula eletroquimica foi
minimizada e o efeito matriz negligenciado.

Rajasekhar reddy et al.*® desenvolveram um método para determinar metiocarbe em
amostras de solo e agua, empregando HMDE e voltametria adsortiva de pulso diferencial. As
condigdes experimentais e voltamétricas otimizadas foram: tampdo BR pH 4,0, amplitude dos
pulsos de potencial (a) de 25 mV, aplicando -0,35 V por 60 s. Nessas condigdes, 0 processo de
reducdo do analito foi registrado em 0,43 V vs. Ag/AgCI/Cl s, obtendo-se valores de LD de
1,80x10°® mol L™ e REC de 97,5-100,0% em amostras de agua e de 93,0-99,6 % em amostras de
solo, para contaminacdes de 0,5 a 6,0 pg mL™. Os autores também afirmaram que o
procedimento em questdo pode ser uma alternativa a analise cromatogréafica, utilizada como

padrdo para 0 monitoramento de metiocarbe, em termos de custo e de tempo de analise.
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Pushpalatha et al.!® utilizaram o eletrodo gotejante de mercirio (DME, do inglés
dropping mercury electrode) para detectar um dos principais metabdlitos da oxidacdo do
aldicarbe, conhecido como aldicarbe-sulfona. A quantificacéo foi realizada por VPD, em meio de
tampdo BR pH 2,0; a de 50 mV e intervalos de 2 s entre cada nova gota de mercurio. Nessas
condigdes e utilizando o processo de reducdo do analito em 1,10 V vs. Ag/AgCI/Cl sy, foram
calculados LD de 1,80x10® mol L™ e REC de 98,97-99,21 % em formulagbes agroquimicas
comerciais, de 98,20-99,40% em solos e de 97,25-99,00% em aguas naturais, para concentragdes
de aldicarbe-sulfona da ordem de 0,5 a 2,0 mg mL™. Os autores ainda destacaram que as medidas
foram realizadas com baixa interferéncia de excipientes e sem a necessidade de grande nimero
de etapas para o preparo das amostras.

Hitchman e Ramanathan'®* quantificaram bendiocarbe em solos utilizando polarografia
de puso diferencial. O processo de reducdo do analito sobre DME foi observado em -0,94 V vs.
AQ/AQCI/Cls. Para a aplicacdo do procedimento (tampdo acetato pH 5,0; a de 60 mV e
velocidade (v) de 5 mV s™), as amostras de solo foram previamente tratadas por um processo de
extracdo solido/liquido (refluxo do solvente a frio) em meio de diclorometano por trinta minutos.
Os autores ndo apresentaram o valor de LD, mas afirmaram ter dificuldades em detectar o
composto em concentracdo menor que 10 mg L™, sendo esta uma das principais limitacdes do
método. Para contaminacdes de 1,0% (m/m), o percentual de recuperacdo do método de extracdo
variou de 42,7 a 80,8%. A separacdo por cromatografia liquida também foi avaliada, mas sem
éxito por conta da instabilidade do analito. Os autores propuseram que a derivatizacdo do
bendiocarbe por nitracdo poderia ser uma alternativa para aumentar a sensibilidade do método,
mas reconheceram a necessidade de estudos posteriores para a validacdo da metodologia.

Em funcdo do efeito toxicoldgico do mercurio e da quantidade de residuos gerados, novos
sensores passaram a ser investigados a fim de se desenvolver procedimentos eletroanaliticos mais

9%
l.

limpos, sem perder de vista a sensibilidade singular dos transdutores a base desse metal.”™ Nesse

contexto, Swarupa et al.**

utilizaram eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon
electrode) modificado com filme de polianilina (PANI, polimero condutor que apresenta boa
adesdo sobre diferentes superficies eletrddicas, alta estabilidade e condutividade elétrica) para
determinar tracos do ditiocarbamato mancozeb em leite bovino e em sangue humano. A
quantificacdo foi realizada por DPV, com base no processo de reducdo do analito (-0,43 V vs.

ECS) em meio de tampéo acetato pH 4,5. A sensibilidade obtida, com base no LD = 2,60x10°
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mol L™, permitiu a aplicacdo do procedimento para quantificar mancozeb em amostras de leite e
de sangue. REC variou entre 95,2 e 99,0% em leite e entre 92,2 e 98,8% em sangue, para
contaminacdes de 4,0x10° mol L™ a 8,0x10° mol L. Apesar da toxicidade atribuida & PANI, a
simplicidade de preparo e o custo acessivel fazem dos eletrodos modificados com este polimero
ferramentas promissoras para a analise de ditiocarbamatos em amostras ambientais.

Moraes et al.'®® também avaliaram as potencialidades dos eletrodos modificados (EM) na
determinacéo de carbaril em aguas naturais. Nesse caso, 0 sensor de trabalho era constituido por
GCE modificado por nanotubos de carbono com paredes multiplas (MWCNT, do inglés Multi-
Walled Carbon Nanotubes) e ftalocianina de cobalto (Ft-Co). A determinacdo foi realizada por
VOQ em meio de tampéo acetato pH 4,0, utilizando o processo de oxidacdo do analito registrado
em 0,80 V vs. ECS. Com a otimizacdo dos parametros da VOQ, ou seja, frequéncia de aplicacdo
de pulsos de potencial (f) de 20 s*, a de 100 mV e incremento de potencial (AEs) de 2 mV, foi
calculado LD igual a 5,46x10"° mol L™, permitindo a quantificacio de carbaril em &guas naturais,
sem qualquer etapa de extracdo, clean-up ou derivatizacdo do analito. Para contaminacfes de
1,66x10° mol L, os valores de REC variaram de 91,9 a 97,6%. Os ensaios também n&o foram
afetados pela presenca de matéria organica, possibilitando a analise de carbaril em &guas naturais
de forma direta e em tempo real.

Diante do exposto, biossensores possuem maior carater seletivo e/ou especifico e sdo mais
adequados para a analise destes compostos, particularmente, biossensores enzimaticos.?” Ha uma
série de trabalhos de revisdo constatando que a AChE é enzima mais utilizada no
biossensoriamente CBM, além de diversos outros contaminantes,?’364728486.89-92.95

Eletrodos compositos de carbono estdo entre os suportes eletrodicos mais empregados
para a imobilizacdo AChE, por conta da versatilidade para modificacdo, biocompatibilidade e
condutividade elétrica adequada como transdutor.*#89 Caetano e Machado®* desenvolveram
biossensor amperométrico para determinacdo de carbaril em amostras de tomate in natura, sem
qualquer tratamento prévio. O biossensor era constituido da enzima AChE dispersa em material
compdsito contendo pé de grafite e Nujol® 70:30% (m/m), Ft-Co e glutaraldeido para cross-
linking. Os experimentos foram empregaram VOQ (f de 50 s™, a de 50 mV e AE; de 2 mV) em
meio de tampdo fosfato (PBS) pH 7,4, aplicando 0,1 V vs. Ag/AgCI/Clsy para promover a
oxidacgéo do substrato acetiltiocolina (ATCh), em um tempo de incubacao de oito minutos. Como

valor de LD = 4,0x10™ g L™, os autores conseguiram quantificar carbaril inserindo o biossensor
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diretamente na polpa do tomate, resultando em REC de 92,4% (5,0x10° mol L™) e 99,0%
(6,0x10° mol LY). Esses valores de recuperagdo foram superiores aos encontrados por CLAE
(REC variando entre 78,3 e 84,8%), embora o LD (3,2x10° g L™*) do método cromatografico seja
duas ordens de grandeza menor.

Zamfir et al.'® também utilizaram biossensor & base de AChE para quantificar
neostigmina e eserina, dois importantes CBM com acdo terapéutica. Nesse caso, a enzima foi
imobilizada por drop coating na superficie de eletrodos de pasta de carbono. Os sensores foram
construidos pelo método sol-gel, empregando um liquido iénico composto por tetratiofulvaleno e
tetracianoquinodimetano. Os experimentos cronoamperométricos foram realizados aplicando 0,4
V vs. Ag/AgCI/Cl s por um periodo de 10 s para oxidar ATCh em PBS pH 8,0. Segundo 0s
autores, a sensibilidade do método obtida para neostigmina (LD = 3,0x10™° mol L™) e eserina
(LD = 2,60x10™ mol L™) é a maior apresentada na literatura até o presente momento. Tendo em
vista 0 risco associado a presenca de inibidores da AChE no ambiente, o procedimento foi
utilizado para quantificar tragos (1,0x107 a 1,0x10® mol L) de neostigmina (REC variando
entre 78,0 e 103,2%) e eserina (REC variando entre 85,8 e 114,4%) em aguas naturais.

al.’%  construiram biossensores enzimaticos utilizando eletrodos

Martorell et
biocompositos contendo 18% de p6 de grafite, 71% de resina epOxi ndo condutora, 9% do
mediador redox 7,7,8,8-tetraciaboquinodimetano (TCNQ) e 2% da enzima AChE ou
butirilcolinesterase (BChE) imobilizada em particulas de silica funcionalizadas com grupamentos
amina. A eficiéncia desses dispositivos na determinacdo de CBM e organofosforados foi avaliada
por VC (velocidade de varredura ndo informada) em solucdo equimolar de cloreto de potassio e
fosfato de sodio pH 7,0, aplicando 0,7 V vs. Ag/AgCI/Cl'sy para oxidar ATCh ou butiriltiocolina
(BTCh) como substratos. O biossensor a base de AChE mostrou sensibilidade adequada para
carbofurano (LD = 2,2 pg L™), carbaril (LD = 2,0 ug L™) e paraoxon (LD = 27,5 pg L™Y),
enquanto o biossensor & base de BChE foi sensivel para carbofurano (LD = 22,1 pug L™,
paraoxon (LD = 2,8 pg L™ e clorfenvifés (LD = 3,6 pg L™). Embora esses dispositivos
apresentem respostas estaveis e reprodutiveis, estas variaveis podem ser influenciadas pela
deplecdo do biocompdsito, pela renovacédo da superficie de trabalho a cada polimento.

Ciucu et al.’® trabalharam com sistema bi-enzimatico para determinar aldicarbe,
carbofurano e os organofosforados paraoxon e monocrotofés. O transdutor era similar ao

mencionado anteriormente, consistindo de eletrodo de pasta de carbono modificado com
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ftalocianina de ferro (2,0%, m/m). A imobiliza¢do das enzimas AChE e colina oxidase (ChO) foi
realizada em uma membrana de diélise, por meio da interagdo entre os grupos Cl~ da membrana
funcionalizada com os grupo NH, terminais das enzimas, em meio de PBS pH 6,5 por quatro
horas. A membrana foi adaptada sobre o eletrodo modificado com um o-ring e o dispositivo
resultante foi utilizado na quantificacdo dos pesticidas. O substrato acetilcolina (ACh) se
hidrolisa em colina que, por sua vez, se oxida paralelamente a conversao de O, a H,0, (0,35 V
vs. Ag/AgCI/Clsy). O procedimento amperométrico permitiu a obtencdo de valores de LD da
ordem de 1,0x10° a 1,0x10® mol L. Além das potencialidades do dispositivo para a analise
destes pesticidas em amostras ambientais, outra importante vantagem do método foi a eficiéncia
de imobilizacdo enzimatica, uma vez que, mantendo as membranas armazenadas a 4 °C, a
atividade de AChE e ChO sofreu reducdo de apenas 2,0% em um periodo de seis meses.

Outro sensor derivado de carbono utilizado na configuracéo eletrodica de biossensores € o
GCE. Estudos revelaram que a modificacdo dessa superficie com materiais nanoestruturados
proporciona importantes melhorias em suas propriedades eletronicas.®®#83809:% | jy et g%
modificaram GCE com material compdsito (grafeno reduzido, nanoparticulas de ouro e acido 3-
carboxi-fenilbordnico) para desenvolver um biossensor enzimatico a base de AChE capaz de
quantificar CBM e organofosforados. O dispositivo foi construido em quatro camadas,
imobilizadas por drop coating: (i) grafeno reduzido disperso em matriz de quitosana, (ii)
suspensdo coloidal de nanoparticulas de ouro, (iii) solucdo do &cido 3-carboxi-fenilbordnico e
(iv) solucdo da enzima AChE. A metodologia cronoamperométrica foi desenvolvida pela
aplicacdo de 0,7 V vs. Ag/AgCI/Cl s, por 15 minutos, utilizando o substrato ATCh, em meio de
PBS pH 7,0. Os valores de LD obtidos para carbofurano (0,05 ppb), isoprocarbe (0,5 ppb),
clorpirifés (0,1 ppb) e malation (0,5 ppb) indicaram que este dispositivo pode ser utilizado para
guantifica-los em matrizes ambientais complexas. Os autores também constataram alta
estabilidade do dispositivo (reducdo de 10% da resposta inicial para um periodo de trinta dias),
que foi atribuida a provavel esterificacéo entre os grupos do &cido bordnico e as glicoproteinas da
enzima.

Xue et al.l®

propuseram estratégia inovadora para imobilizar AChE sobre GCE por
adsorcdo ndo-covalente. GCE foi modificado com MWCNT, seguido de camada & base de
fibroina de seda (polimero natural, extraido do casulo do bicho da seda, com alta resisténcia

mecanica, estabilidade térmica e biocompatibilidade) e posterior imobilizacdo enzimatica. O
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biossensoriamento foi realizado por amperometria, em meio de PBS pH 7,0, aplicando potencial
de 0,65 V vs. ECS para oxidar ATCh, em um tempo de incubagdo de dez minutos. O aumento de
concentracdo de carbamatos e de organofosforados apresentaram uma dependéncia logaritmica
frente & inibicdo da AChE. Os valores de LD obtidos para a quantificacdo de carbaril (6,0x107
mol L) e paration (5,0x107 mol L™) permitiram a determinacao de tracos desses compostos. Os
valores de REC em amostras de alface e de repolho variaram entre 97,6 e 101,3% para
contaminacdes de 3,80x10™ mol L. Apés quatro semanas de armazenagem, o biossensor ainda
exibia 80% do valor inicial da resposta de corrente, sugerindo que a matriz de fibroina ¢ um
microambiente biocompativel para preservar a atividade biologica da AChE.

Cesarino et al.’® desenvolveram método cronoamperométrico para determinar tracos de
carbaril e metomil em frutas e vegetais. A configuracdo eletrodica do biossensor constava de
GCE modificado com camada hibrida composta por estruturas core-shell de MWCNT (core)
recobertos por camada compacta de PANI (shell). Apo6s eletropolimerizacao do filme (varreduras
entre -0,2 e 0,8 V vs. Ag/AgCl/Clsx a 50 mV s™), AChE foi imobilizada sobre eletrodo
modificado por drop coating. O procedimento cronoamaperométrico utilizou ACh como
substrato, aplicando 0,3 V vs. Ag/AgCI/Cl sy para promover oxidacdo em meio de PBS pH 7,0,
com tempo de incubacdo de 10 minutos. A sensibilidade obtida com o dispositivo na
determinacéo de carbaril (LD = 1,4x10° mol L™) e metomil (LD = 9,5x10” mol L™) atendeu aos
limites maximos exigidos pela ANVISA para residuos deste composto em produtos hortifruti.
REC obtidas para amostras de maca, artificialmente contaminadas com carbaril (9,9 - 29,7 umol
LY, variaram entre 97,3 e 103,4%. O dispositivo também foi utilizado para quantificar tracos
(4,9 - 14,7 pmol L) de metomil presentes em amostras de repolho e de brécolis. Os valores
encontrados foram comparaveis aos obtidos por CLAE. O dispositivo foi construido sem a
necessidade de qualquer mediador redox ou reagente para cross-linking, o que representa
importante avanco no desenvolvimento de biossensores.

Sun et al.**°

modificaram a superficie do GCE com camada hibrida de MWCNT e grafeno
dispersos em cloreto de poli(dialildimetilamdnio) — polieletrélito catidnico solivel em agua que
auxilia na dispersdo das nanoestruturas de carbono em agua e na formacéo de filmes compositos
finos sobre superficies eletrodicas — com posterior imobilizacdo de AChE por drop coating sobre
o eletrodo modificado. Este biossensor foi utilizado para quantificar carbaril por VPD, utilizando

ATCh como substrato, em meio de PBS pH 7,0, com tempo de incubacdo de doze minutos.
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Nessas condicdes, foi possivel quantificar carbaril (LD = 0,13 ng mL) em repolho (REC = 93,1-
97,1%), crisantemo (REC = 92,3-105%), alho francés (REC = 106-107%) e pak-choi/repolho
chinés (REC = 95,3-106%) em niveis de concentragdo variando entre 10,0 e 100 ng mL™, com
elevada precisao dos resultados. A intensidade do sinal reduziu para 87% da resposta inicial em
um periodo de 30 dias, indicando adequada estabilidade para o biossensor enzimatico.

O crescente interesse por sistemas miniaturizados e com possibilidade para aplicagéo in
loco, tem atraido a atencdo de alguns pesquisadores para o desenvolvimento de bio-dispositivos a
partir de eletrodos impressos.****2 Hildebrandt et al.*** apresentaram um protétipo de biossensor
enzimatico portatil para detectar CBM e organofosforados em alimentos e &guas naturais. Os
dispositivos foram construidos pela imobilizacdo de AChE sobre eletrodos de grafite impresso
com auxilio de alcool polivinilico com propriedades fotopoliméricas. As medidas foram
realizadas por amperometria com base na oxidacdo da ATCh, aplicando 0,1 V vs. Ag/AgCI/Cl g
e utilizando tempo de incubacdo de vinte minutos, em solugdo equimolar de fosfato de sddio e
cloreto de potassio pH 8,0. O procedimento permitiu a deteccdo de carbofurano, carbendazim,
metomil, clorpirifos, clorfenvifés, pirimifés metilico e malation com valores de LD variando
entre 0,5 e 2,0 pug L™. As medidas eletroquimicas foram comparaveis as obtidas por CLAE para
quantificar residuos dos pesticidas, da ordem de pg L™, em &guas naturais, chas, sucos de laranja,
leite e champanhe.

Valdés-Ramirez et al.2 trabalharam com trés diferentes biossensores enzimaticos para
quantificar carbofurano, carbaril, metil-paraoxon e diclorvos. Um dos dispositivos foi construido
com AChE extraida de enguias elétricas e os demais com AChE geneticamente modificadas (B1
e B394) e extraidas de moscas da espécie Drosophila melanogaster. As enzimas foram
imobilizadas por entrapment em fotopolimero contendo unidades de azida. Os experimentos
foram realizados em PBS pH 7,0, na presenca de 5,0% de acetonitrila a fim de manter a
integridade da enzima, utilizando ATCh como substrato e tempo de incubacgdo de dez minutos.
Os valores de LD variaram de acordo com o elemento de biorreconhecimento utilizado, ou seja,
AChE (3,8x10® - 1,6x10" mol L), AChE-B1 (4,5x10° - 1,6x10” mol L™) e AChE-B394
(9,6x10 - 1,7x107 mol L?). Em outras palavras, os dispositivos contendo as enzimas
geneticamente modificadas sdo mais sensiveis para a analise dos CBM e organofosforados em

questdo. O biossensor & base de AChE-B1 foi utilizado na quantificacéo de carbaril (4,2x10” mol
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L") e carbofurano (5,1x10® mol L") e o de AChE-B394 para quantificar metil-paraoxon
(1,6x10® mol L™ e diclorvés (2,3x10™° mol L™) em macas contaminadas pela atividade agricola.

.3 também trabalharam com biodispositivos & base de AChE de Drosophila

Bucur et a
melanogaster e diferentes mutantes (E69W, 1161V e Y370A) para determinar residuos de CBM
em agua potavel. Eletrodos impressos com pasta de grafite contendo TCNQ como mediador
redox foram utilizados como base eletrodica para a imobilizacdo da enzima e dos mutantes. Os
ensaios eletroquimicos foram realizados por amperometria, aplicando 0,1 V vs. Ag/AgCI/Cl ¢y
para promover a oxidacdo da ATCh, em meio de PBS pH 7,0, para um tempo de incubacao de 20
minutos. Todos o0s biossensores apresentaram desempenho analitico adequado para a
determinacdo dos CBM, mas a maior sensibilidade para carbaril (LD = 1,0x10°® mol L™) foi
observada em Y370A, para carbofurano em 1161V (LD = 8,0x10™° mol L™) e para pirimicarbe
(LD = 2,0x10® mol L) em E69W. A aplicacéo do procedimento em &guas naturais resultou em
REC variando entre 87 e 112%, para contaminacdes de 5,0x10® de carbaril, 5,0x10° mol L™ de
carbofurano e 1,0x107 mol L™ de pirimicarbe. Os autores ainda reforcaram que o éxito na
aplicacdo destes dispositivos ainda pode ser melhorado pela introducdo de maltiplas
modificacdes na estrutura da mesma proteina.

A tecnologia das camadas automontadas (SAM, do inglés Self-Assembled Monolayers)
também tém apresentado importante papel na configuracdo de biossensores, no que diz respeito a
eficiéncia na imobilizacio do bioelemento e estabilidade do dispositivo.*** Pedrosa et al.'®
desenvolveram biossensor amperométrico para carbaril e paration, a partir de AChE imobilizada
sobre eletrodo de ouro modificado com SAM de acido 3-mercaptopropidnico. Os ensaios
eletroquimicos foram realizados por VC a 50 mV s™, em meio de PBS pH 7,2, aplicando 0,28 V
vs. Ag/AgCI/Cl g4 para promover a oxidagdo da ATCh. Os valores de LD obtidos para a aplicagdo
do método em &guas naturais variaram entre 9,0 e 10,3 pg L™, com REC entre 94-96% em &guas
de naturais e entre 92-101% em frutas como tomate, maca e laranja, para contaminacgdes de
6,0x10° e 5,0x10° mol L™. Os autores também destacaram que o mesmo protocolo utilizado na
imobilizacdo enzimatica pode ser estendido a outras moléculas biolégicas como anticorpos,
antigenos, DNA, etc., para o biossensoriamento de micropoluentes.

1.6 imobilizaram AChE sobre eletrodo de ouro modificado com SAM mista

Cancino et a
composta de acido 11-mercaptoundecanoico e 2-mercaptoetanol. A mistura desses alcanotiois

apresenta uma série de vantagens que superam as apresentadas por dispositivos construidos com
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apenas uma dessas substancias: facilidade para formacdo de filmes finos, boa aderéncia, alta
permeabilidade, biocompatibilidade, resisténcia mecénica, susceptibilidade para modificacfes
quimicas e transferéncia de carga facilitada. O biossensor em questdo permitiu a oxidacao de
ATCh em 0,31 V vs. Ag/AgCI/Cl sy, sSem a necessidade de qualquer mediador redox. Os ensaios
cronoamperométricos em meio de PBS pH 6,5 foram realizados para um tempo de incubacéo de
10 minutos. Nessas condicdes, calculou-se LD = 3,5x10™° mol L™ para a determinagdo
eletroanalitica de carbaril em eletrélito de suporte, sugerindo a potencial aplicacdo deste
procedimento em amostras complexas. Quanto a estabilidade do dispositivo, em um estudo
comparativo entre 50 diferentes medidas realizadas ao longo de 15 dias se constatou 75% de seu
desempenho inicial, indicando que a SAM mista também apresenta biocompatibilidade para a
imobilizacéo e conservacao da atividade enzimatica.

Kim et al.*Y’

estudaram o efeito da imobilizacdo da AChE na construcdo de um biossensor
piezelétrico. Para a imobilizacdo da enzima, foram avaliadas duas estratégias: (i) cross-linking
com um reagente heterobifuncional, hexanoato de sulfo-succinimidil-6-[3-(2-piridilditio)
propionamida] e (ii) quimisorcdo por acoplamento entre grupos aminicos das enzimas e
carboxilicos de SAMs do acido de 3-mercaptopropidnico. A sensibilidade dos dispositivos foi
avaliada por ensaios de ganho de massa em microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo em
meio de PBS pH 8,0, utilizando ACh como substrato e tempo de incubagdo de cinco minutos (o
potencial aplicado ndo foi informado). A imobilizacdo da AChE com o composto
heterobifuncional foi mais eficiente e o biossensor resultante apresentou maior sensibilidade para
a analise de carbofurano (LD = 1,30x10° mol L) e do organofosforado EPN (LD = 1,55x10°
mol L™). Também foi constatada elevada precisdo das medidas, com baixa dispersdo dos
resultados, sugerindo que este procedimento pode ser estendido para a analise destes pesticidas
em amostras reais.

Biossensores a base de polifenoloxidases também tém potencial na analise de CBM,

71,81,88,90,

embora o nimero de publicacdes ainda seja restrito. 91108 Com excegdo de trabalhos

recentes publicados no GELCORR,®*® também se encontra as contribuicbes de Campanella et
al.™® que avaliaram alternativas para analisar CBM (aldicarbe e carbaril) e organofosforados
(paraoxon, malation e etilparation) em fase organica. Para isso, 0s autores construiram um
biossensor enzimatico, imobilizando TIR sobre um transdutor amperométrico de oxigénio

(eletrodo tipo Clark), com o auxilio de géis de kappa-carragena (polissacarideos sulfatados
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contendo 25-30% de eéster sulfato e 28-35% de 3,6-anidrogalactose). Um biossensor bi-
enzimético (BChE e ChO) também foi construido de forma similar, a fim de comparar a
sensibilidade do biossensor mono-enzimatico na determinacéo dos pesticidas. As medidas foram
realizadas em agua saturada com cloroformio (biossensor mono-enzimatico) ou em mistura
cloroférmio/hexano (1:1, v/v, biossensor bi-enzimatico), utilizando fenol como substrato.
Independente da classe de pesticidas estudada (carbamatos e organofosforados), a sensibilidade
(LD =5,0x10"° mol L™) e o tempo de anélise (tempo de resposta + tempo de incubagdo variando
entre 15 e 22 minutos) observados para o biossensor a base de TIR foi mais adequado para fins
analiticos. Assim, este dispositivo foi empregado para quantificar carbaril (REC de 88-99%) e
paraoxon (REC de 75-90%) separadamente ou como mistura binéria carbaril/paraoxon (REC de
65-94%) em aguas naturais, com elevada precisao nas medidas.

O trabalho desenvolvido por De Albuquerque e Ferreira'®® apresenta o desenvolvimento
de biossensor enzimatico utilizando eletrodos de grafite impressos, modificados com Ft-Co e
posterior imobilizacdo enzimatica. A TIR foi empregada como elemento de biorreconhecimento e
foi imobilizada por cross-linking com glutaraldeido e albumina de soro bovino. O estudo foi
realizado por VC a 100 mV s, em meio de PBS pH 6,5, aplicando -0,20 V vs. Ag/AgCl/Cl s
para promover a oxidacdo do catecol como substrato, por um tempo de incubacdo de 2 minutos.
Nessas condic¢des, foram observadas relacdes lineares para carbaril (10-50 ppb), carbofurano (5-
90 ppb), diazinon (19-50 ppb) e metilparation (6-100 ppb), permitindo a quantificagdo desses
compostos em aguas naturais com REC de 92,5-98,5%. O tempo de vida 0til atribuido para o
dispositivo foi de dez dias, uma vez que apds quinze dias o desempenho do biossensor foi
reduzido a 20% de sua resposta inicial.

Fernandes et al.'?! produziram um biossensor sensivel para detectar metomil em vegetais,
utilizando transdutores de carbono cerdmico modificados com LAC pelo método sol-gel. A
quantificacéo foi realizada por VOQ (f de 30 s™, a de 100 mV e AE; de 10 mV), em meio de
tamp&o acetato pH 4,0 e utilizando esculetina como substrato. Com LD igual a 1,22x10®° mol L™,
0 procedimento permitiu quantificar metomil em cenoura, repolho, alface, pimentdo, batata e
tomate com REC variando entre 98,0 e 104,2%, para contaminacdes de 5,010 a 1,0 x10° mol
L. Os valores de REC foram similares aos obtidos por CLAE, sugerindo alta sensibilidade e
precisdo das medidas. O dispositivo também apresentou elevada estabilidade, avaliada por 450

medidas feitas ao longo de 60 dias (porcentagem de reducéo do sinal ndo informada).
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Zapp et al.'?® apresentaram biossensor enzimatico para metomil, sendo que a enzima
LAC, extraida do fungo Aspergillus oryzae geneticamente modificado, foi imobilizada em matriz
condutora composta de nanoparticulas de platina e do liquido i6nico tetrafluorborato de 1-butil-3-
metilimidazol suportados em montmorilonita. Com a otimizacao dos parametros da VOQ (f de 60
s, ade 100 mV e AE, de 8 mV), em meio de tamp&o acetato pH 5,5 e utilizando dopamina como
substrato fenélico, foi possivel quantificar metomil com LD = 2,35x107 mol L™ . O procedimento
proposto foi utilizado na anélise do analito em tomate (2,70x10° a 7,50x10® mol L™) e cenoura
(1,39x10° a 4,05x10° mol L%), resultando em REC de 85,7-1059 e 99,6-100,2%,
respectivamente. Os resultados para 0s ensaios de recuperacdo obtidos com o biossensor
enziméatico foram comparaveis aos obtidos por CLAE, com medidas precisas e reprodutiveis.
Outra grande vantagem do método foi a possibilidade de se analisar metomil, mesmo na presenca
de potenciais interferentes presentes (acido ascérbico, acido benzdico, ditiocarbamato, glucose e

cloreto de s6dio) com efeito negligenciavel da matriz sobre o sinal analitico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como foco principal o desenvolvimento e aplicacdo de metodologias
eletroanaliticas para detectar e quantificar residuos de n-metilcarbamatos em hortalicas e frutas
citricas, utilizando biossensores mono- e bi-enzimaticos a base de polifenoloxidases como

superficies de trabalho.

3.2 Objetivos especificos

e [Estudar a eficiéncia de materiais de carbono nanoestruturados, MWCNT e grafeno, na

configuracao eletrodica dos biossensores;

e Avaliar a influéncia de agentes modificadores (Azul da Prussia, nanoparticulas de ouro e

quitosana) na resposta eletroquimica e na sensibilidade dos dispositivos;

e Analisar o efeito de diferentes estratégias de imobilizacdo enzimatica na estabilidade dos

dispositivos e conservacdo da atividade catalitica das enzimas;

e Investigar o comportamento redox do substrato 4-aminofenol, antes e apds a catalise

enzimatica, sobre os diferentes biossensores;
e Caracterizar os diferentes materiais utilizados na configuracéo eletrodica dos biossensores;
e Otimizar parametros operacionais e voltamétricos das metodologias propostas;
e Desenvolver métodos eletroanaliticos para quantificar tracos de CBM;
e Aplicar o método QUEChERS para extrair CBM de alimentos naturais;
e Determinar CBM (CBF, FMT e PMB) em amostras de tomate e de alface;
e Determinar CBM (CBF, CBR, FMT, PMB e ZRM) em amostras de tomate e de batata;

e Determinar CBM (CBR, FMT, PPX e ZRM) em amostras de laranja, tangerina e lim&o.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e solucdes
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Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica (P.A.). Os dados referentes a

composicgdo, registro do Chemical Abstract Service (CAS) e a procedéncia dos respectivos

reagentes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes utilizados nos experimentos e suas respectivas procedéncias

Composto Formula quimica CAS Procedéncia
Carbofurano C1oH1sNO3 1563-66-2
Carbaril C10H7OCONHCH3 63-25-2
Formetanato C11H15N30,.HCI 23422-53-9 Fluka
Pirimicarbe C11H18N402 23103-98-2 (A|emanha)
Propoxur C11H15sNO3 114-26-1
Ziram (CH3),NSCSZnSCSN(CHj3), 137-30-4
Lacase de Trametes
_ - 80498-15-3
versicolor
Tirosinase de Agaricus
_ - 9002-10-2
bisporus
4-aminofenol Ce¢H;NO 123-30-8
N-metil-2-pirrolidona CsHgNO 872-50-4
Acido tetracloroaurico HAUCI, 27988-77-8 Sigma-Aldrich
Nitrato de sodio NaNO; 7631-99-4 (Alemanha)
Cloreto de férrico FeCl; 7705-08-0
Hexacianoferrato de
o Ks[Fe(CN)g] 13746-66-2
potassio
Cloreto de potassio KCI 7447-40-7
Permanganato de
KMnO, 7722-64-7

potassio



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=80498-15-3&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2009/MB_cgi?term=123-30-8&rn=1
http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2009/MB_cgi?term=872-50-4&rn=1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=27988-77-8&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7631-99-4&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/2009/MB_cgi?term=7705-08-0&rn=1
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=13746-66-2&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7447-40-7&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7722-64-7&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product

-caroteno

CaoHss 7235-40-7
(provitamina A)
Tiamina
o C12H17CIN4OS .HCI 67-03-8
(vitamina B1)
Acido ascorbico
itaming C CeHgOs 50-81-7
(vitamina C) Merck
’D(+)-glucose CsH1206 50-99-7 (Alemanha)
Acido sulfurico H,SO, 7664-93-9
Hexano CeHia 110-54-3
Acetona C3HsO 67-64-1
Etanol C,HgO 64-17-5
Metanol CH,0 67-56-1
Oleo de parafina - 8012-95-1
Ultracarbon
Pé de grafite C 7782-42-5
(Espanha)
Nanotubos de carbono DropSens
C 308068-56-6
(MWCNT) (Espanha)
Acido citrico HOC(COOH)(CH,COOQOH), 77-92-9 Vetec
Acido acético CH5CO,H 64-19-7 )
) (Brasil)
Acido borico H3BO3 10043-35-3 ou
Acido fosférico H3PO4 7664-38-2 Merck
Hidréxido de sodio NaOH 1310-73-2 (Alemanha)
Citrato de sodio HOC(COONa)(CH,COOH), 18996-35-5

Fonte: autoria propria.

Solugédo de tampdo BR, utilizada como eletrélito de suporte, foi preparada pela mistura
dos 4cidos bérico, acético e fosférico, todos com concentracio de 0,04 mol L™.*% O ajuste do pH

foi realizado com solugdo de NaOH 1,0 mol L™


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7235-40-7&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=67-03-8&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50-81-7&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50-99-7&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7664-93-9&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=110-54-3&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=67-64-1&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=67-56-1&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=8012-95-1&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7782-42-5&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=77-92-9&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10043-35-3&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7664-38-2&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1310-73-2&interface=CAS%20No.&lang=pt&region=BR&focus=product
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Para os biossensores construidos pela imobilizacdo das enzimas por drop coating, as
solugdes das enzimas LAC e TIR foram preparadas em tampédo BR, com pH ajustado para o valor
onde se observou atividade maxima. A eficiéncia da atividade enzimatica foi avaliada pela
oxidacdo do substrato 4-aminofenol (4-AMF) 1,0x10° mol L™, preparado em meio aquoso.

As solugdes estoque dos pesticidas CBF, CBR, FMT, PPB, PPX e ZRM foram preparadas
em etanol 1,0x10® mol L™. As soluc8es padréo foram preparadas por diluicdo, a partir da solucéo
estoque, até a concentracdo desejada. Quando armazenadas, as solucbes foram mantidas sob
refrigeracdo (x5°C), respeitando o prazo de validade.

Considerando que vegetais e frutas citricas sdo importantes fontes de provitamina A (B-
caroteno), vitamina B1 (tiamina), vitamina C (&cido ascérbico), acido citrico e glicose, foram
preparadas solucdes aquosas desses compostos, com concentracdo de 1,0x10° mol L?, para os

estudos de interferentes. Essas solucbes foram preparadas imediatamente antes das analises.

4.2 Sintese do grafeno

O grafeno foi sintetizado no Laboratorio Associado para a Quimica Verde — Tecnologias
e Processos Limpos do Departamento de Quimica e Bioquimica da Universidade do Porto, em
Porto-Portugal. O grafeno reduzido foi sintetizado por esfoliacdo do p6 da grafite em meio de N-

metil-2-pirrolidona, assistida por sonicacéo por 6 horas.*

A disperséo foi centrifugada a 500
rpm por 45 minutos e o sobrenadante, contendo as folhas de grafeno, foi filtrado em membrana
de nailon (poros de 0,2 pm, Whatman®). O sélido resultante foi seco sob vacuo a +16 °C. O
grafeno oxidado foi obtido pelo método de Hummers e Offeman, a partir do grafeno reduzido,
submetendo-o0 a reacdo oxidativa com acido sulfdrico concentrado, nitrato de sodio e

permanganato de potéassio.'*®
4.3 Sintese das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (NpAu) foram sintetizadas pelo método de Turkeivich, que
consiste na reducao de ouro (I11), na forma de HAuClI, 0,01%, pela reacdo com citrato de sodio e
4cido ascorbico, sob agitacdo a 90 °C.**® A solugdo resultante de NpAu (1,17x10™° mol L™

exibiu coloracdo violeta, caracteristica do didmetro hidrodindmico (37 nm) das nanoparticulas.
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4.4 Instrumentacao

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em sistema composto por trés eletrodos,
conectados a potenciostato modelo PGSTAT 30 (Autolab, Eco Chemie) e controlados por
computador, usando o programa GPES versdo 4.9. Os biossensores enzimaticos foram utilizados
como superficie de trabalho, um tarugo de carbono vitreo como eletrodo auxiliar e Ag/AgCI/Cl sy
em meio de KCI como eletrodo de referéncia. Para o processo de esfoliacdo do grafeno em N-
metil-2-pirrolidona assistido por sonicacdo, utilizou-se sonicador com ponta de titanio (Bandelin
Sonoplus). A caracterizacdo do grafeno foi realizada por TEM (do inglés Transmission Electron
Microscopy), com uso de microscopio modelo H-9000NA (Hitachi), operando a 200-300 kV. A
composicdo quimica da superficie foi obtida por XPS (do inglés X-ray Photoelectron
Spectroscopy), utilizando espectrofotdmetro modelo ESCALAB 200A (VG Scientific), com
radiacdo de 1486,6 eV. O tamanho hidrodindmico e o potencial zeta das nanoparticulas de ouro
foram caracterizados por espalhamento dindmico da luz e por velocimetria de radiagdo a laser
pelo efeito Doppler, respectivamente, com Zetasizer Nano ZS a 25 °C. Para os ajustes de pH
empregou-se pHmetro modelo B474 e AJX-511 (Micronal). Tubos QUEChERS, adquiridos da
United Chemical Technologies, Inc., foram utilizados para extracdo de residuos de pesticidas nos
alimentos naturais. As amostras foram pesadas em balanca analitica NewClassic MS (Mettler
Toledo). Os extratos, preparados em acetonitrila, foram agitados em vortex VM-96E (Shimadzu)
e decantados em centrifuga de alta rotacdo Himac CT15E/CT15RE (Shimadzu). O analito
dissolvido no solvente organico foi levado a secura em rotaevaporador R-250 EX (Bichi). O
sistema de vacuo utilizado nos processos de filtracdo forcada e de rotaevaporagdo consistiu em
Vacuum Manifold (Supelco). A agua usada para preparacdo das solucbes foi purificada em

sistema Milli-Q (Millipore, Inc.), com resistividade de 18,2 MQ cm.

4.5 Biossensores enzimaticos

CBM sofrem processo de oxidagdo em potenciais positivos elevados e sdo susceptiveis a
interferéncias.*"'?® Nesse caso, 0 uso dos biossensores enzimaticos é mais adequado, em virtude
de maior seletividade e de menor nivel de interferentes (= 0,0 V vs. Ag/AgCI/Cl ). 22"1?® O

trabalho com biossensores foi desenvolvido em parceria com o Grupo de Reaccbes e Analises
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Quimicas (GRAQ) do Instituto Superior de Engenharia do Porto, associado ao Laboratério de
Quimica Verde — REQUIMTE da Universidade do Porto, em Porto-Portugal. Estudos paralelos
feitos com eletrodos compdsitos de carbono mostraram que estes materiais conferem maior
aderéncia dos agentes modificadores e estabilidade dos biodispositivos, em comparagédo a outras
superficies eletrédicas mais utilizadas, tais como eletrodos de carbono impressos, carbono vitreo
e ouro, justificando sua escolha como transdutor para a constru¢do dos biossensores. Nesse
trabalho foram contemplados trés biossensores enzimaticos: (i) eletrodo de pasta de MWCNT
modificado por LAC) entrapped (aprisionada) no material composito, definido como LAC-
EPNC; (ii) eletrodo de pasta de grafeno (EPG) modificado eletroquimicamente com filmes de
Azul da Prussia (AP), seguido da imobilizacdo de LAC por drop coating (gotejamento), sendo
definido como LAC/AP/EPG e, por ultimo, (iii) biossensor bi-enzimatico, desenvolvido pela
eletrodeposicdo de filmes hibridos sobre EPG. Os filmes foram constituidos de matriz polimérica
de quitosana (CS) e NpAu, posteriormente enriquecida com as enzimas LAC e TIR, definido
como LAC-TIR-NpAu-CS/EPG.

4.5.1 Desenvolvimento do biossensor enzimatico LAC-EPNC

Inicialmente, foi preparada a pasta de carbono contendo MWCNT, p6 de grafite e éleo de
parafina em diferentes proporcdes (0:60:40, 30:30:40 e 60:0:40%, m/m/m), a fim de confrontar a
eficiéncia dos nanotubos na composi¢cdo do dispositivo. O composito resultante foi modificado
com a enzima LAC (0,5 U mg™) extraida do fungo Trametes versicolor, utilizada como elemento
de biorreconhecimento do dispositivo. Para isso, duas estratégias de imobilizacdo foram
estudadas: drop coating da solucdo enzimatica (10 U mL™), com concentracdo previamente
otimizada por estudos preliminares, utilizando 4-AMF como substrato em tampédo BR pH 5,0; e
entrapment de diferentes proporgdes de LAC (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10%, m/m) no
proprio material compdsito, baseando-se na intensidade do processo redox, tempo de incubacgéo e
estabilidade do sinal analitico, obtido apos a catélise enzimética. Posteriormente, 0 compdsito
resultante, com ou sem a modificacdo da enzima, foi embutido em tubo de Teflon® (1,0 mm de
didmetro interno) e o contato elétrico foi realizado com pistdo de ago inoxidavel. A renovacao da
superficie do dispositivo foi realizada por pressao cuidadosa do pistao sobre folhas de papel com

baixa rugosidade, seguido da limpeza com agua destilada antes de cada medida.
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4.5.2 Desenvolvimento do biossensor enziméatico LAC/AP/EPG

Inicialmente, foi preparada pasta de grafite convencional, contendo p6 de grafite de grau
espectroscopico e parafina (70:30%, m/m).*?° Em seguida, diferentes proporcdes de grafeno (10,
15, 20, 25 e 30%, m/m) foram adicionadas. A mistura resultante foi embutida em tubo de Teflon®
(1,0 mm de didmetro interno) e o contato elétrico foi realizado com pistdo de aco inoxidavel. Os
filmes de AP foram formados pela imerséo do EPG na solucdo A (FeCl; 2,0x10° mol L7,
Ks[Fe(CN)e] 2,0x10mol L, KCI 0,1 mol L™ e HCI 0,1 mol L), onde 0,4 V foi aplicado em
diferentes intervalos de tempo (5, 10, 15, 20, 30 e 40 s). Apds o processo de eletrodeposicao, a
superficie do eletrodo foi lavada com agua ultrapura para remover o excesso de eletrodeposito e,
em seguida, ativada na solucdo B (KCI 0,1 mol L™ e HCI 0,1 mol L) com vinte ciclos entre 0,05
e 0,35 V a 40 mV st° A imobilizacdo de LAC (0,5 U mg™) extraida do fungo Trametes
versicolor foi realizada por drop coating da solucéo enzimaética (5,00; 7,50; 10,0; 12,5 e 15,0 U
mL™) sobre o filme de AP. A intensidade do processo redox, tempo de incubacdo e estabilidade
do processo de oxidacdo do 4-AMF em tampao BR pH 5,0, obtido apds a catalise enzimatica,

foram utilizados como critérios para a otimizagdo da concentracdo de LAC no dispositivo.
4.5.3 Desenvolvimento do biossensor bi-enzimatico LAC-TIR-NpAu-CS/EPG

Solucédo de CS (250-300 kDa, Altakitin) 1,0 % m/v foi preparada pela dissolucédo de 0,1 g
em 10 mL de 4cido acético 0,05 mol L™.*** Em seguida, diferentes proporcdes de NpAu (10, 20,
30, 40, 50, 60 e 70%, v/v) foram misturadas a matriz de CS, até a formacdo de material
composito uniforme.*® Finalmente, essa mistura foi enriquecida com LAC( de Trametes
versicolor (0,5 U mg™?) e TIR¢) de Agaricus bisporus (1,0 U mg™) em varias proporcdes (4:1,
3:1, 2:1, 1:1, 1.0, 0:1, 1:2, 1:3, 1:4%, m/m), resultando em material hibrido e eficiente para
catalisar a oxidacdo de derivados fenélicos.*** A proporcéo enziméatica no compésito foi definida
com base no processo de oxidagdo do substrato 4-AMF em meio de tampdo BR pH 5,5, levando
em consideracdo a intensidade do processo redox, tempo de incubacdo e estabilidade do sinal
analitico, obtido ap0s a catélise enzimatica. Considerando que CS é um veiculo adequado para

carrear NpAu e a mistura das polifenoloxidases, filme hibrido fino do material compésito foi
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eletrodepositado sobre EPG, previamente embutido em tubo de Teflon® (1,0 mm de diametro
interno) e em contato com pist&o de aco inoxidavel, aplicando potencial de -1,5 V/ por 200 s.**°

4.6 Metodologias eletroanaliticas e figuras de mérito

Apos a etapa de imobilizacdo da enzima, os proximos passos foram a escolha do eletrolito
de suporte e a otimizacao do pH. As respostas foram avaliadas pela intensidade das correntes de
pico (lp), deslocamento do potencial de pico (Ep), largura de meia-altura (AE,;) e estabilidade do
sinal apo6s a catalise enzimatica. Além do pH adequado para a melhor atividade enzimatica,
também considerou-se a concentracdo das enzimas e o tempo de incubagdo do dispositivo como
parametros operacionais a serem otimizados, a fim de se obter maior sensibilidade analitica.

Voltametria ciclica (VC) foi empregada nos estudos do comportamento redox, carater
adsortivo, influéncia da velocidade de varredura e informacGes mecanisticas referentes a
oxidagéo do substrato 4-AMF sobre os dispositivos em questdo. Para a quantificacdo dos CBM
em hortalicas e frutas citricas, foi utilizada voltametria de onda quadrada (VOQ), apds a
otimizacdo de f, a e AE;. Estudos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) também
foram realizados, empregando frequéncias de 10 a 10° Hz com amplitudes de perturbacéo de 5
mV, para avaliar o éxito na imobilizacdo das camadas, bem como as alteragcdes no processo de
resisténcia a transferéncia de carga (Ry).

As curvas analiticas foram construidas com base na capacidade dos CBM de inibir a
atividade catalitica das enzimas, tomando por base a oxidacdo de 4-AMF, utilizado como

substrato e mediador redox:

%IR = [1- (;—)] % 100 B

em que %IR corresponde & porcentagem de inibi¢do da atividade enzimatica, 1, é a corrente de
pico antes da adigdo do pesticida e | corresponde a corrente de pico ap6s a adi¢do do pesticida.

A média aritmética (X) e o desvio padrdo (DP) dos interceptos e das inclinagdes das
curvas analiticas foram utilizados para a obtencéo das figuras de mérito.**? Em sintese, os valores
de LD e de LQ foram calculados pela relagéo entre DP dos interceptos (a) e X das inclinacdes

(b), conforme indicado nas seguintes equacoes:
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)

DP,
LD =10 x—= 3)
Xb

Os ensaios de repetibilidade intra-day (n = 10) e inter-day (n = 5) foram avaliados pelo

desvio padrdo relativo (%DPR) dos valores de I, obtidos com as diferentes medidas.

"/DPR—% x 100
o - )—(I (4)
p

em que, para as correntes de pico, DP), representa o desvio padréo e )_(Ip é a média aritmética. No
caso da reprodutibilidade, a avaliacdo também foi realizada pelo %DPR por meio da resposta
obtida (n = 3) com quatro diferentes dispositivos, construidos nas mesmas condicdes.

A confiabilidade de a e b foi estimada pelo intervalo de confianca (IC), calculado a partir
da Equacdo 5, onde “n” representa o nimero de medidas e “t ” um parametro tedrico tabelado,
obtido de acordo com o numero de medidas, para n-1 graus de liberdade e 95% de confianca.

_ DP
IC=X+t,, X NG (5)

A exatiddo do método foi avaliada com base na porcentagem de recuperacdo (REC),
obtida pela relacéo entre as concentracfes adicionada e recuperada de CBM, conforme indicado
na Equacdo 6. Os ensaios foram realizados pelo método da adicdo de padrdo, com resultados

analisados em triplicata e os valores apresentados como a média aritmética das medidas.

REC = [CBM]adicionada x 100 (6)
[CBM]

recuperada

Outra relacdo estatistica utilizada nos estudos com interferentes foi o bias (%),
representado pela Equacéo 7. A relagdo matematica é expressa pela X dos valores de I, obtidos e

o valor teorico esperado (Xi).

bias = (20 < 100 (7)
1as = Xi
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4.7 Tratamento das amostras de alimentos naturais

Em parceria com o GRAQ, o0 biossensoriamento dos pesticidas foi investigado em
extratos de hortalicas (tomate, alface e batata) e de frutas citricas (laranja, tangerina e limao),
utilizando a parte comestivel de cada alimento, tratados pelo método QUEChERS.'***** Para isso,
aliquota de 10,00+0,05 g de amostra triturada foi quantitativamente transferida para tubo
QUEChERS contendo 6,0 g MgSO,/ 1,5 g NaCl / 1,5 g C¢HsNa3O7.2H,0. Em seguida, 10 mL de
acetonitrila foram adicionados ao tubo e agitados em centrifuga por trés minutos a 4000 rpm. Na
sequéncia, foi realizada a contaminagéo artificial das amostras com diferentes concentragdes de
CBM, seguida de nova etapa de centrifugacdo. O sobrenadante contendo o analito foi extraido e
levado a secura em rotaevaporador, sob atmosfera de nitrogénio 5.0 (Linde Sogés). O residuo foi
redissolvido em 10 mL de tampédo BR, com pH ajustado para o valor onde se observou o0 maximo
de atividade enzimatica, e a solucdo resultante foi utilizada nos ensaios de recuperacdo pelo

método da adicdo de padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao eletroanalitica de carbamatos em tomate e alface

5.1.1 Desenvolvimento do biossensor enzimatico LAC-EPNC

5.1.1.1 Otimizacéo da proporc¢ao de nanotubos de carbono no material composito

Inicialmente, a proporgéo dos materiais de carbono e do aglutinante parafina, contidos no
material compésito, foi investigada por VC a 50 mV s™, em tampdo BR pH 5,0, utilizando-se 4-
AMF 4,75x10” mol L™, para uma faixa de potencial de -0,2 a 0,6 V. Constatou-se que as pastas
contendo apenas po6 de grafite e parafina ja apresentavam textura adequada para o embutimento
com pequenas quantidades do aglutinante (15%, m/m), mas na presenca de MWCNT (20, 40, 60,
80 %, m/m), quantidades de parafina menores que 40% (m/m) resultavam em um material néo-
homogéneo, dificil de ser manipulado e embutido na cavidade do tubo de Teflon®. Por outro
lado, 0 aumento na proporcéo de parafina acarretou a reducéo ndo linear nos valores de I, e
aumento em AEy;,, devido ao carater isolante deste 6leo mineral. Portanto, para os estudos
subsequentes, a proporcao de parafina nos diferentes compositos foi fixada em 40% (m/m).

Em seguida, diferentes propor¢des de MWCNT / pé de grafite / parafina (0:60:40,
30:30:40 e 60:0:40%, m/m/m) foram investigadas para confrontar as provaveis vantagens de
MWCNT no material compdsito em comparacdo aos eletrodos de pasta de carbono
convencionais (EPC). Em todos os casos, 0 processo redox do substrato foi representado por um
par redox bem definindo, conforme apresentado na Figura 3, mas com 0 aumento da proporgéo
de nanotubos, foi constatada uma série de vantagens em relacdo aos EPC (grafite:parafina
60:40%, m/m), dentre elas: aumento nos valores de I, em torno de seis vezes, catéalise do processo
redox, melhoria na reversibilidade com o aumento da razéo lp/lpc € menor AEp;, mostrando o

importante papel de MWCNT na melhoria da cinética de transferéncia eletronica dos sensores.
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Figure 3 — Voltamogramas ciclicos de 4-AMF 4,75x10° mol L™ obtido sobre eletrodos
compdsitos de carbono contendo MWCNT/grafite/parafina% (m/m/m) nas propor¢des 0:60:40
(linha pontilhada), 30:30:40 (linha tracejada) e 60:0:40 (linha solida), em meio de tamp&o BR pH

5,0 e com velocidade de varredura de 50 mV s

3
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Fonte: autoria propria.

As vantagens observadas para os eletrodos de pasta de nanotubos de carbono (EPNC)
podem ser associadas as dimensdes nanomeétricas, elevada area superficial, arranjo compacto de
carbonos sp? com ranhuras/defeitos topolégicos nas estruturas dos MWCNT.**® Banks e
Compton sugeriram que a contribui¢do positiva dos nanotubos na atividade eletrocatalitica de
dispositivos eletronicos é devido a presenca de sitios reativos existentes nas extremidades e nos
defeitos topoldgicos das nanoestruturas (nanotubes edge-plane like sites).*® Britto et al.**’
demostraram por célculos ab-initio que as melhorias na transferéncia eletronica dos sensores
contendo nanotubos se devem a curvaturas nas estruturas cilindricas, que originam mudancgas nas
bandas de energia proximas ao nivel de Fermi, onde a presenca de defeitos pentagonais produz
regides com alta densidade de carga. H& quem diga que a presenga de impurezas metalicas nas

nanoestruturas também contribui para as propriedades elétricas excepcionais observadas nesses
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materiais,"*® mas considerando que os MWCNT utilizados neste trabalho foram de alta pureza (>
98% C) e isento de impurezas metalicas, € mais plausivel que os defeitos topoldgicos das
estruturas tenham sido os principais responsaveis pelo desempenho obtido com eletrodos
compositos de nanotubos. Considerando que o conjunto de vantagens apresentadas foi mais
significativo para EPNC composto de MWCNT e parafina na razdo 60:40% (m/m), esse

transdutor foi utilizado na construgdo do biossensor enzimatico.
5.1.1.2 Imobilizacédo da enzima lacase

Nesse trabalho, para a imobilizacdo de LAC, duas estratégias foram investigadas: drop
coating da solugdo enzimatica (10 U mL™) sobre EPNC e entrapment de LACy 0,5 U mg*
(3,0%, m/m) diretamente no material compdsito. Os experimentos foram realizados em tampao
BR pH 5,0, onde a enzima LAC apresentou elevada atividade para a catlise do processo de
oxidagdo de substratos fendlicos, como é o caso do 4-AMF. A Figura 4 apresenta o perfil
voltamétrico da oxidacao de 4-AMF sobre LAC-EPNC com o tempo, obtido por VC a 50 mV s,
para uma faixa de potencial de -0,4a 0,6 V.

O processo de oxidacdo do substrato ocorreu em duas etapas, onde a primeira foi
representada por um par redox quase-reversivel (voltamograma a), relacionado a sua conversdo
em um derivado de imino-quinona,* cujos potenciais de oxidac&o e reducdo foram registrados

em 0,24 V e 0,17 V, respectivamente:

OH O
-2e |
-2H" (8)
NH, ||\IH
4-aminofenol imino-quinona

Em condicdes acidas, o grupamento aminico se tornou bastante labil, acarretando na
formagéo de benzoquinonas por uma etapa quimica, acompanhada do desprendimento de amonia.
Em seguida, uma nova etapa eletroquimica e irreversivel aconteceu, referente a conversdo da p-

benzoquinona em p-hidroquinona, por um processo envolvendo 2H" e 2e".
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Figure 4 — VVoltamogramas ciclicos para a oxidaco de 4-AMF 4,75x10™ mol L™ obtido sobre
LAC-EPNC (3,0% de LAC(), m/m) a 50 mV s, em meio de tamp&o BR pH 5,0, com tempos de
incubagdo de: 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d), 20 (e), 25 (f), 30 (), 35 (h), 40 (i), 45 (k), 50 (j), 55 (I) e
60 (m) minutos

AL

Fonte: autoria propria.

Por isso, 0 par redox observado no inicio do processo de oxidacdo do substrato foi
suprimido ao longo do tempo, enquanto um novo processo de reducgéo foi registrado em -0,07 V

(voltamogramas b-m), até que a reacdo atingiu o equilibrio (voltamograma m).

o) 0 OH
[ || |
+ H,0" +2e
= * NHy o H )
| OH

NH @)

imino-quinona p-benzoquinona p-hidroquinona

Em sintese, o processo redox do 4-AMF pode ser representado por mecanismo do tipo

eletroquimico/quimico/eletroquimico, resultando em p-benzoquinona como produto final da
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reacdo de oxidacdo.*® Apesar da sequéncia reacional apresentada ser para o 4-AMF, outros
compostos fenélicos sdo oxidados por LAC por um mecanismo similar.*?

Apesar dos resultados apresentados na Figura 4 estarem relacionados ao comportamento
do substrato sobre o biossensor LAC-EPNC (3,0% de LAC ), m/m), os resultados obtidos com os
dispositivos construidos pela imobilizacdo da enzima (10 U mL™) por drop coating foram
similares, mas com tempo de incubagdo superior. Além disso, ap6s a estabilidade do sinal,
também foi observado que os valores de I, obtidos com o dispositivo construido por entrapment
de LACy no composito de MWCNT foi cerca de trés vezes maior, sugerindo melhor
configuracdo eletrddica para aplicagBes analiticas. Como a reducdo da p-benzoquinona sobre o
biossensor ocorreu em potencial proximo a 0,0 V (vs. Ag/AgCI/Cl ), foi possivel determinar
CBM pela inibicdo da atividade enzimatica, com baixo nivel de interferentes eletroativos. Essa é
uma das principais vantagens dos biossensores frente aos eletrodos convencionais utilizados na

determinacéo destes pesticidas.
5.1.2 Caracterizacao eletroquimica do biossensor

EIE foi utilizada para avaliar as propriedades interfaciais de diferentes biossensores
enzimaticos a base EPC e de EPNC, modificados com LAC, por meio dos diagramas de Nyquist,
obtidos pela relacdo entre a impedancia real (Z°) e a impedancia imaginaria (-Z""). Nessa técnica,
o diametro do semicirculo observado em altas frequéncias equivale a resisténcia a transferéncia
de carga (Ry), que controla a cinética de transferéncia eletrodica do processo redox na superficie
do eletrodo.**® Os experimentos de EIE foram realizados em tampdo BR pH 5,0 utilizando 4-
AMF como mediador redox, para faixa de frequéncia de 10° a 10" Hz e amplitude de perturbacéo
de 5,0 mV, aplicando-se 0,20 V e -0,01 V antes e ap0s a catalise enzimatica, respectivamente. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5A. E importante ressaltar que os diferentes
dispositivos contemplados nesse trabalho foram construidos sem qualquer contribuicdo de
impurezas metélicas para o aumento das correntes faradaicas ou membrana condutora para
auxiliar na imobilizacdo enzimatica. Em outras palavras, o conjunto de resultados obtidos se

deveu, exclusivamente, as caracteristicas integradas de LAC e dos compdsitos de carbono.
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Figura 5 — (A) Diagramas de Nyquist obtidos para os diferentes sensores, com faixa de
frequéncia de 10° a 10" Hz e amplitude de perturbacdo de 5,0 mV, utilizando 4-AMF 4,75x10
mol L™ como mediador redox em tamp&o BR pH 5,0, aplicando 0,20 V na auséncia e -0,01 V na
presenca de LAC. (B) Imagem ampliada dos diagramas de Nyquist obtidos para os biossensores

construidos com eletrodos compositos de nanotubos de carbono
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Fonte: autoria propria.

Antes da modificacdo com LAC, tanto o eletrodo compdsito de grafite convencional
guanto o de MWCNT apresentaram relacdo Z'/-Z"" linear, caracteristica de processos cujo

transporte de massa é controlado por difusio.**

Apos a imobilizagdo de LAC, independente da
técnica utilizada, foi observado o surgimento de um arco capacitivo devido ao aumento da
resisténcia a transferéncia de carga (Ry). Esse resultado também foi um indicio do sucesso da
imobilizagdo enzimatica pelas duas técnicas. Todavia, biossensores construidos a partir de EPC
(LAC entrapmenty-"EPC € LACgrop coating-EPC) apresentaram maiores arcos capacitivos e,
consequentemente, Ry superior a observada com os biossensores a base de EPNC (LAC entrapment)-
EPNC e LAC drop coating-EPNC), provavelmente, devido as propriedades elétricas dos MWCNT
presentes no compésito de EPNC.**® Essas informacGes corroboraram os resultados obtidos por

VC (maior intensidade do processo redox) e indicaram que EPNC possuia melhor desempenho
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como transdutor na configuracdo eletrodica dos biossensores, independente da técnica de
imobilizacéo enzimatica utilizada.

Quanto ao método de imobilizacdo, observou-se que eletrodos modificados por drop
coating de LAC apresentam maior Ry, tanto para EPC quanto EPNC, em comparacdo aos
dispositivos construidos por entrapment da enzima. Baseando-se na Figura 5B, pode ser
constatado maior arco capacitivo para LACrop coating-EPNC (Ree = 24,9 Q) em relagdo a
LAC entrapmenty-EPNC (R = 19,0 ), sugerindo que a imobiliza¢éo da enzima por entrapment
atribuiu melhor desempenho analitico para o biossensor. A camada de LAC imobilizada
diretamente sobre EPNC por drop coating dificultou a mobilidade eletrnica, atuando como uma
barreira ao processo de transferéncia de carga. Os biossensores LAC grop coating-EPC € LAC(drop
coating-EPNC tambem apresentaram problemas de repetibilidade nas medidas de impedancia,
provavelmente, por conta da baixa aderéncia da enzima na superficie do eletrodo. Deste modo,
para a construcéo do biossensor de trabalhno LAC-EPNC, a imobilizagdo da enzima foi realizada
por entrapment de LAC ) diretamente no material composito de MWCNT.

5.1.3 Otimizacao dos parametros operacionais e voltamétricos

A otimizacdo dos parametros operacionais (pH do meio, concentragdo enzimatica e tempo
de incubacéo) foi conduzida por VC a 50 mV s, baseando-se no processo de reducio da p-
benzoquinona (-0,07 V) sobre LAC-EPNC, em meio de tampéo BR.

O maximo de atividade catalitica de LAC estende-se do meio &cido ao levemente
basico.”? Por isso, o pH foi uma das varidveis mais importantes a serem avaliadas no
desenvolvimento de biossensores enzimaticos. Neste trabalho, o pH do tampéo BR foi avaliado
dentro da sua capacidade tamponante (2,0 — 8,0), havendo aumento nos valores de I, até pH 5,0 e
deslocamento de E, para valores mais negativos proporcional ao aumento do pH. Também foi
constatado que, para um tempo de incubacdo de 60 minutos, a catalise da oxidacdo do 4-AMF so
foi completa na faixa de pH compreendida entre 4,0 e 6,0, correspondendo a faixa 6tima de pH
para LAC-EPNC. O maximo de atividade enzimatica também foi observado para a mesma faixa
utilizando espectroscopia UV-Visivel. Essa informagdo corroborou as afirmagdes de outros
pesquisadores, referentes ao maximo de atividade enzimaética de lacases extraidas de diferentes

fontes, obtidos por técnicas eletroquimicas e espectroscopicas.’>21%2
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A concentragdo de LAC (1 — 10%, m/m) no composito de MWCNT e o tempo de
incubacéo (1 — 90 min) do dispositivo também foram avaliados por VC a 50 mVs™. Os ensaios
foram realizados com 4-AMF 4,75x10®° mol L™ em tampdo BR pH 5,0 e os resultados est&o
apresentados na Figura 6. Quanto a melhor concentragéo/porcentagem de LAC ), para um tempo
de incubacéo de 60 minutos, houve aumento nos valores de I, ate propor¢des de LAC() = 3%
(m/m), diminuindo significativamente em porcentagens maiores, provavelmente, devido ao
aumento na resistividade do material composito. Em relacdo ao tempo de incubacéo, utilizando o
biossensor LAC-EPNC composto de LAC) = 3% (m/m), ficou constatado que apos 60 minutos o
sinal eletroquimico permanece praticamente estavel (valores de I, constantes), sugerindo o tempo
6timo para a catélise do substrato pelo biossensor. Vale salientar que ndo foi necessario tempo de

estabilizacdo do sinal eletroquimico entre as medidas.
Figura 6 — Relagdo entre as correntes de pico com a (m) concentracéo de LAC) e o (o) tempo de

incubacdo, para o desenvolvimento do biossensor LAC-EPNC, obtida por voltametria ciclica a 50
mV s, utilizando 4-AMF 4,75x10™ mol L™ como substrato em tamp&o BR pH 5,0
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Pardmetros que afetam o sinal eletroquimico na VOQ também foram avaliados a fim de
atribuir maior sensibilidade ao método. Para uma faixa de f entre 10 e 150 s™, observou-se
aumento linear de I, até 50 s, permanecendo praticamente constante em valores superiores. Com
relagéo ao efeito de a (5 — 50 mV), o aumento desta variavel proporcionou aumento de I, até 30
mV, paralelo ao deslocamento de E, para valores mais negativos. Valores de a > 40 mV também
ocasionaram aumento de AE,p, indicando perda de seletividade do metodo. A variacéo no valor
de AE; (1 — 7 mV) também afetou os valores de I, de forma positiva e linear, mas acima de 2 mV
houve aumento do ruido nas medidas do sinal eletroquimico.

Deste modo, baseando-se na discussao prévia, 0s parametros operacionais e voltamétricos
selecionados para a quantificacdo dos CBM pelo biossensor LAC-EPNC foram: tampé&o BR pH
5,0; LAC) 3% (m/m) entrapped em EPNC; tempo de incubagéo de LAC-EPNC equivalente a 60
min, f=50s",a=30mV e AEs=2mV.

5.1.4 Curvas analiticas e figuras de mérito

Apbs a otimizacdo das condi¢des voltamétricas e operacionais, LAC-EPNC foi utilizado
para quantificacdo de tracos de CBM. O principio do método pode ser compreendido por um
conjunto de reagOes paralelas entre a enzima e o substrato, representadas na Figura 7. Em geral,
as moléculas de LAC expostas na superficie do eletrodo, sdo oxidadas por oxigénio, havendo
variagdo no estado de oxidacdo dos fons cobre [LAC(Cu*) == LAC(Cu*") + 1e7], concomitante
a formacdo de 4gua. Em seguida, a forma oxidada da enzima [LAC(Cu®*)] é novamente reduzida,
enquanto que o substrato 4-AMF é oxidado a p-benzoquinona.®®%* Como as quinonas sdo
eletroativas na superficie de LAC-EPNC, seu processo de reducdo (-0,07 V) foi utilizado como
pico analitico. A quantificacdo do CBM foi realizada de forma indireta, com base na capacidade
destes pesticidas de inibir a catélise da reacdo de oxidacao do substrato empregando LAC-EPNC,
sendo que a corrente de reducdo medida é proporcional a concentragdo dos CBM adicionada a
célula eletroquimica. Apesar das polifenoloxidases possuirem diferentes mecanismos de

a‘(5.25‘0,88,91,92

a atividade catalitica dessas enzimas em biossensores amperométricos para a
oxidacdo e deteccdo de compostos fenolicos segue uma linha de raciocinio similar & descrita

anteriormente.
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Figura 7 — Sequéncia reacional envolvida na oxidagdo de 4-AMF 4,75x10” mol L™ como
substrato sobre LAC-EPNC (3%, m/m), em meio de tampdo BR pH 5,0, para um tempo de
incubacéo de 60 min

2+

0] LAC/Cu p-benzoquinona

2
HZO LAC/Cu 4-aminofenol

- Redugio # Oxidagio

Fonte: autoria propria.

Utilizando o biossensor LAC-EPNC nas condicdes previamente otimizadas, foi possivel
quantificar tracos dos n-metilcarbamatos carbofurano (CBF), formetanato (FMT) e pirimicarbe
(PMB), com sensibilidade adequada. As curvas analiticas, apresentadas na Figura 8, foram
construidas a partir da relacdo entre %IR e concentracdo dos CBM, com faixas de concentracdo
variando de 9,90x10” a 9,99x10® mol L™ para CBF, de 5,00x10” a 5,28x10° mol L™ para FMT
e de 9,90x107 a 1,15x10° mol L™ para PMB, com elevada correlagio entre os pontos e baixa
dispersdo entre os valores medidos (r = 0,9992 — 0,9998). Pelas inserces da Figura 8, também
pode ser observado que apenas PMB apresentou curva analitica com intercepto negativo, mas
estudos de significancia realizados pelo teste t-student mostraram um valor calculado (t = 4,13)
abaixo do critico (tuitico = 4,30; 95% de confianca e n-1 graus de liberdade), sugerindo que os
erros randomicos foram negligenciaveis e que o valor experimental e o tedrico esperado sao
estatisticamente iguais.'*

A Tabela 2 sintetiza o conjunto das figuras de mérito obtidas para a analise dos CBM. Os
valores de LD (9,02x10® a 4,23x107 mol L?) e LQ (1,34x107 a 8,38x10” mol L™) foram
satisfatorios e atenderam aos LMPs exigidos pelas agéncias de controle e seguranca alimentar
brasileira (ANVISA) e europeia (AESA),**'**? permitindo a aplicacéo do procedimento para a
quantificacdo desses compostos em matrizes complexas. Até 0 momento, ndo ha relatos de outros
biossensores a base de LAC utilizados para quantificar CBF, FMT e PMB em matrizes
ambientais. Biossensores construidos com AChE 8100107 AChE  geneticamente

modificada,™'**** BChE'® e TIR'® foram utilizados para quantificar CBF em diferentes matrizes
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ambientais, mas com sensibilidade inferior ou comparavel a obtida com LAC-EPNC. O
procedimento também mostrou boa reprodutibilidade nas medidas de 4-AMF 4,75x10™ mol L™
na presenca dos CBM (1,96x10° mol L™), onde %DPR foi abaixo de 4,0% para medidas intra-
day (n = 10) e de 5,5% para medidas inter-day (n = 5). A avaliacdo da reprodutibilidade,
realizada com diferentes medidas (n = 3) de 4-AMF 4,75x10™ mol L™ obtidas por quatro
diferentes dispositivos, também foi satisfatéria,*** sendo que os valores de %DPR variaram entre
3,7 e 6,8. A pequena variacdo nos valores das medidas também pode ser constatada pelas barras
de erro apresentadas nas insercdes da Figura 8.

A estabilidade da resposta do biossensor LAC-EPNC foi averiguada, a partir de vinte
diferentes medidas de 4-AMF 4,75x10™ mol L™ realizadas ao longo de um més. Durante esse
intervalo de tempo, o composito utilizado na preparacdo do biossensor foi estocado a 4 °C e
embutido no tubo de Teflon® antes de cada medida. O dispositivo reteve 92,4% de sua resposta

inicial, indicando que a atividade da enzima no biossensor é mantida por um periodo aceitavel.*

Figura 8 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o biossensor LAC-EPNC para
diferentes concentractes de (A) carbofurano, (B) formetanato e (C) pirimicarbe, usando 4-AMF
4,75x10™° mol L™ como substrato em meio de tamp&o BR pH 5,0, empregando f = 50 s, a = 30
mV e AEs = 2 mV. As insercOes se referem as curvas analiticas obtidas para cada pesticida, com

as respectivas barras de erro
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Tabela 2 — Figuras de mérito para a andlise de diferentes carbamatos, usando LAC-EPNC como

biossensor. Condicdes experimentais: tempo de incubacdo de 60 minutos, 4-AMF 4,75x10™ mol

L como substrato em meio de tampdo BR pH 5,0, f =50 s, a=30 mV e AE; =2 mV

Carbamatos estudados

Parametro
CBF FMT PMB
9,90x10”’ 5,00%10°’ 9,90%x10”
Faixa de Concentracéo
N a a a
(mol L™)
9,99x10°® 5,28x10°° 1,15x10°
Intercepto
_ 5,35 3,96 -2,57
(% de inibicéo)
IC do Intercepto 2,83x10” 2,10x107 5,75x10”
Inclinagéo 6 7 6
o . 5,10x10 1,08x10 4,76x10
(% de inibicdo mol™ L)
IC da Inclinacéo 2,37x10° 2,42x10" 3,24x10°
r 0,9998 0,9992 0,9994
LD (mol L™ 4,23x10” 9,02x107 1,80x10”
LD (mg kg™ 0,093 0,020 0,038
LQ (mol L™ 8,38x10” 1,34x107 6,00x10”
LQ (mg kg™) 0,185 0,029 0,125
Repetibilidade
. 3,8 3,3 1,8
(intra-day, %DPR)
Repetibilidade
_ 53 4,7 5,0
(inter-day, %DPR)
Reprodutibilidade (%DPR) 6,8 3,7 5,0

Fonte: autoria propria.
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5.1.5 Experimentos de recuperacgéo e estudo de interferentes

Procedimentos de analise direta sdo mais rapidos e, em geral, reduzem possiveis erros
provenientes de etapas prévias de preparo das amostras. Todavia, matrizes alimentares sdo muito
complexas, possuem grande variedade de interferentes naturais e antrépicos e requerem um
tratamento mais apurado da matriz antes da analise.* Na rotina analitica, métodos
ambientalmente corretos, que permitam menor consumo de energia e reduzam a quantidade de
solventes nos ensaios, que oferecam menor custo, rapidez e elevado rendimento na recuperacao
dos analitos sdo fortemente recomendados.?’ O método QUEChERS satisfaz estas exigéncias e,
atualmente, representa um dos principais procedimentos de extracdo utilizados na anélise de
alimentos naturais.'*

Neste trabalho, a exatiddo do procedimento proposto foi avaliada por experimentos de
recuperacdo realizados em extratos de tomate e de alface obtidos pelo método QUEChERS. As
hortalicas foram artificialmente contaminadas com concentrages dos CBM variando de 0,11 a
2,36 mg kg™ e a quantificacdo de CBF, FMT e PMB foi realizada pelo método da adicdo de
padrdo. A Tabela 3 sintetiza o conjunto de resultados obtidos. REC variou de 94,6 £ 0,1% a
101,0 + 0,3% nas amostras de tomate e de 91,0 + 0,1% a 98,7 + 0,3% nas amostras de alface,
indicando que o método eletroanalitico proposto também possui elevada exatidao para quantificar
CBF, FMT e PMB em tomate e alface. E importante frisar que pelo método QUEChERS também
é possivel concentrar o(s) analito(s) de interesse ao extrai-los de uma massa maior da hortalica
e/ou redissolvendo o analito em um volume menor da solugdo tampdo. Seguindo este
procedimento, o biossensor LAC-EPNC podera ser utilizado para quantificar os CBM estudados
em concentracdes ainda mais baixas.

Considerando que tomate e alface sdo importantes fontes de p-caroteno (provitamina A),
tiamina (vitamina B1), acido ascorbico (vitamina C) e glicose, estes compostos foram testados
como possiveis interferentes do método. Ensaios de VOQ foram realizados com o substrato 4-
AMF 4,75x10" mol L™ em condigbes étimas, para diferentes razées entre os interferentes e o
substrato, a saber, 1:10; 1:1 e 10:1 (n/n). Resultados expressos em bias (%) estdo apresentados na
Figura 9. A vitamina B1 e a glicose ndo apresentaram efeito significativo nas analises, onde
valores de bias inferiores a 7,00% + 0,03% foram obtidos para a vitamina B1 e a 5,00% =+ 0,02%

para a glicose, para a maior razdo testada (10:1, interferente:substrato, n/n). Com relacdo a
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provitamina A e & vitamina C, os valores de bias variaram de 0,59 + 0,01% (1:10,
interferente:substrato, n/n) a 11,33 £ 0,01% (10:1, interferente:substrato, n/n) e de 1,56 + 0,02%
(1:10, interferente:substrato, n/n) a 14,11 * 0,01% (10:1, interferente:substrato, n/n),
respectivamente . No entanto, a propor¢do maxima testada corresponde a uma condicao extrema,
onde a concentracdo do interferente dificilmente seria encontrada em 10 g de massa das amostras
analisadas. Essa proporcao foi considerada como uma forma de observar até que ponto o método
em questdo poderia ser aplicado. Assim, o procedimento proposto permitiu a analise de CBF,
FMT e PMB em amostras de tomate e de alface, com elevada sensibilidade, seletividade e nivel

de interferente relativamente baixo, apesar da complexidade da matriz.

Tabela 3 — Experimentos de recuperacdo de diferentes carbamatos em extratos de tomate e de
alface, obtidos pelo método QUEChERS, usando LAC-EPNC como biossensor. Condigdes
experimentais: tempo de incubagdo de 60 minutos, 4-AMF 4,75x10” mol L™ como substrato em
meio de tamp&o BR pH 5,0, f=50s", a=30 mV ¢ AE;=2 mV

Carbamatos estudados

Parametro
CBF FMT PMB
Fortlflcag?o 1 0,21 0.11 0,47
(mg kg™)
Recuperacédo em
95,7+0,1 93,7%0,2 946 +0,1
tomate (%)
Recuperacdo em
933+0,4 93,1+0,5 91,0+0,1
alface (%)
Fortlflca(;?o 2 164 0.85 236
(mg kg™)
Recuperacgdo em
98,8+0,3 98,4+0,3 101,0+0,3
tomate (%)
Recuperacdo em
98,1+0,3 97,8+0,3 98,7+0,3

alface (%0)

Fonte: autoria proépria.
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Figura 9 — Influéncia da provitamina A, vitamina B1, vitamina C e glicose no sinal eletroquimico
obtido com a oxidacao de 4-AMF 4,75x10° mol L™ sobre o biossensor LAC-EPNC, em tampéo
BR pH 5,0, empregando f =50 s*, a=30 mV e AEs = 2 mV, para razdes substrato:interferente de
1:10, 1:1 e 10:1 (n/n)
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Fonte: autoria propria.

5.2 Determinacdo eletroanalitica de carbamatos em tomate e batata

5.2.1 Desenvolvimento do biossensor enzimatico LAC/AP/EPG

5.2.1.1 Caracterizacdo do grafeno

Assim como MWCNT, o grafeno é outra nanoestrutura de carbono com excepcionais
propriedades elétricas para ser utilizado na configuracdo eletrédica de biossensores.®%6287:%
Partindo deste principio, o segundo dispositivo contemplado neste trabalho utilizou eletrodo de

pasta de grafeno (EPG) como suporte eletrodico. As imagens obtidas por TEM, que podem ser
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vistas na Figura 10, confirmaram a esfoliagdo da grafite em N-metil-2-pirrolidona, onde folhas de
grafeno com poucas camadas séo observadas.

Figura 10 — Microscopia eletronica de transmissdo das folhas de grafeno, exibindo (A) forma e

(B) espessura irregulares, em diferentes ampliacGes. (C) Espectro fotoeletrbnico de raios-X
indicando a composicao da superficie das folhas de grafeno

C C (87.0%)

0 (12.5%)

M“‘ . N (0.50%)

o

1100 880 660 440 220

Energia de Ligagdo

Fonte: autoria propria.

Pela Figura 10A, também pode ser constatado que a morfologia desse material ndo era
uniforme. O processo de esfoliacdo produziu grafeno com poucas camadas, com forma e tamanho
irregulares, que variaram entre ~ 500 nm e ~ 1,5 um. A Figura 10B apresenta imagem obtida em
maior ampliagdo, onde podem ser constatadas varia¢fes na espessura desse hanomaterial.

Analises realizadas por XPS indicaram que a superficie do grafeno era composta de
87,0% de carbono, 12,5% de oxigénio e 0,50% de nitrogénio. A Figura 10C ilustra um espectro
representativo dos resultados obtidos. A baixa porcentagem de oxigénio confirmou a presenca de
grafeno reduzido. A presenca de nitrogénio pode ser atribuida a uma pequena contaminagao por
N-metil-2-pirrolidona.
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Outro parametro importante considerado foi a influéncia do estado de oxidagéo do
grafeno em relacéo a resposta eletroquimica do substrato 4-AMF 4,75x10” mol L™ em meio de
tampdo BR pH 5,0. O grafeno oxidado (46,8% de oxigénio por XPS) foi sintetizado a partir do
grafeno reduzido, conforme descrito no item 4.2. No entanto, constatou-se que o sinal analitico
observado com o grafeno reduzido € praticamente duas vezes maior que para o grafeno oxidado,
provavelmente devido a forte interagdo m-m predominante na forma reduzida. Essa interagdo
favoreceu a deslocalizacdo eletrénica, indicando que o estado reduzido do grafeno foi mais

adequado para estudos eletroquimicos que utilizaram o 4-AMF como substrato.

5.2.1.2 Proporcao de grafeno na pasta de carbono

A proporg¢éo adequada de grafeno (0, 10, 15, 20, 25 e 30%, m/m) na composicao da pasta
de grafite espectroscopico (p6 de grafite espectroscdpico e éleo de parafina na propor¢do 70:30%
m/m) foi investigado por VC a 50 mV s, utilizando-se 4-AMF 4,75x10™ mol L™ como substrato
em meio de tampdo BR pH 5,0, de -0,2 a 0,6 V. Nessas condigdes, o comportamento
eletroquimico do 4-AMF foi representado por um par redox bem definido, registrado em 0,28 V
(processo anodico) e 0,15 V (processo catodico), correspondendo a sua conversdo a um
intermediario imino-quinona, por mecanismo quase-reversivel envolvendo 2H" e 2e”, conforme
descrito no item 4.1.1.2.%

Como pode ser observado na Figura 11, a presenca de grafeno na composi¢do da pasta
promoveu aumento significativo da reversibilidade do processo, menor separacdo entre 0S
potenciais de pico, aumento das correntes de pico e efeito catalitico do processo redox. Segundo
Pumera et al., este efeito pode ser atribuido aos sitios reativos existentes nos defeitos/ranhuras
localizados nas extremidades das folhas de grafeno, que conferem elevada constante de
transferéncia eletronica (k ~ 0,01 cm s) aos sensores. A auséncia de defeitos/ranhuras nas folhas
de grafeno, como acontece no plano basal das nanoestruturas, tornam a constante de transferéncia
eletronica praticamente nula (k < 1,0x10° cm s™*).*** Considerando que os valores mais intensos
de corrente foram observados para EPG contendo 20% do material (m/m), esta proporcéo foi

selecionada para o desenvolvimento dos biossensores enzimaticos.
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Figura 11 — Voltamogramas ciclicos de 4-AMF 4,75x10° mol L™ obtidos sobre eletrodo de pasta
de grafite ndo modificado (linha vermelha) e na presenca de diferentes porcentagens de grafeno

(m/m, linhas pretas), a 50 mV s em meio de tamp&o BR pH 5,0

02 00 02 04 06
E/V vs. Ag/AgCI/CI

Fonte: autoria propria.
5.2.1.3 Eletrodeposicao e ativacdo dos filmes de Azul da Prdssia

Apesar do EPG ndo modificado possuir caracteristicas interessantes como sensor
eletroquimico, a imobilizacdo direta de elementos de biorreconhecimento, como as enzimas, é um
tanto limitada, em virtude da baixa aderéncia do material bioldgico, facilidade de lixiviacdo e
baixa estabilidade do dispositivo.'?® Sabendo que filmes de AP, quando utilizados em meio &cido,
sdo considerados excelentes suportes para a imobilizagdo enzimatica, sua inser¢cdo na
configuracdo eletrodica do sensor foi investigada. A eficiéncia da eletrodeposic¢do dos filmes de
AP sobre EPG foi representada por um par redox, registrado em 0,20 V (pico anodico) e 0,15 V
(pico catddico), que corresponde a reducdo de AP em Branco da Prussia, conforme descrito no

seguinte esquema:
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Fe4“|[Fe“(CN)6]3 + 4K* + 4e — K4Fe4“[FeII(CN)6]3 (10)

(Azul da Prassia) (Branco da Prussia)

Diferentes tempos de eletrodeposicdo de AP sobre EPG foram investigados, conforme
ilustrado na Figura 12. A presenca de picos definidos e reprodutiveis (AE, = 60 mV) sdo proprios
da estabilidade e cinética eletrédica rapida do eletrodepésito.’?®** O perfil caracteristico dos
filmes de AP ja era observado com apenas 5 s de eletrodeposicao, sugerindo rapida modificacdo
da superficie de trabalho. As correntes de pico anddica e catddica aumentaram linearmente até 20
s de eletrodeposicgéo (insercdo da Figura 12). A adocao de tempos maiores afetou negativamente
a resisténcia a transferéncia de carga (Ry) do dispositivo, reduzindo a sensibilidade do

procedimento.

Figura 12 — Voltamogramas ciclicos dos filmes de AP sobre EPG, com tempos de
eletrodeposicéo de (a) 5, (b) 10, (c) 15, (d) 20, (e) 30 e (f) 40 s, e ativados em solucdo equimolar
(0,2 mol L) de KCl e de HCI, a 40 mV s™
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Fonte: autoria proépria.
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De fato, com base nos diagramas de Nyquist obtidos por EIE, apresentados na Figura 13,
comprovou-se aumento do arco capacitivo proporcional ao aumento do tempo de
eletrodeposicdo, associado com a espessura da camada de AP eletrodepositada sobre EPG.
Considerando que o filme de AP obtido com 20 s de eletrodeposicdo apresentou estabilidade e
reprodutibilidade superior aos obtidos em intervalos de tempo superior, além de Ry (607 Q)
moderada, este tempo foi selecionado como condic¢do otimizada para a construcéo do dispositivo.

O sensor resultante foi denominado como AP/EPG.

Figura 13 — Diagramas de Nyquist obtidos para reducdo de 4-AMF 4,75x10™° mol L™ sobre
AP/EPG, em meio de tampdo BR pH 5,0, aplicando 0,20 V na faixa de frequéncia de 10™ a 10°

Hz, com amplitude de perturbacao de 5,0 mV
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Fonte: autoria propria.

5.2.1.4 Imobilizagdo da enzima lacase

E importante ressaltar que, em meio neutro ou alcalino, os filmes de AP tém importante
limitacdo por serem altamente sollveis, necessitando que este receba nova camada protetora

(Nafion®, polipirrol, polianilina ou quitosana) para impedir sua lixiviacdo.**** No entanto, em
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condigdes &cidas, este policristal € insoluvel e altamente estivel, permitindo, em alguns casos, a
imobilizagéo direta dos elementos de biorreconhecimento.

Neste trabalho, a otimizacdo da concentracdo de LAC (5,00; 7,50; 10,0; 12,5 e 15,0 U
mL™) foi realizada com base na intensidade de I, obtida com a catalise da oxidacéo de 4-AMF
4,75%x10° mol L* em tampdo BR pH 5,0, para um tempo incubacdo de 30 minutos. A
imobilizacdo se deu diretamente sobre AP/EPG por drop coating (200 pL da solucdo enzimatica),
sem a necessidade de qualquer reagente para cross-linking, com aumento nos valores de corrente
até 10 U mL™. Os biossensores construidos com elevadas concentracées de LAC se mostraram
mais capacitivos, reduzindo os valores de I, e comprometendo seu desempenho como dispositivo
analitico. Deste modo, o biossensor enzimatico LAC/AP/EPG foi construido pela imobilizacdo
direta de 10 U mL™ da enzima LAC.

5.2.2 Caracterizacao eletroquimica do biossensor enzimatico

Ensaios realizados por VOQ mostraram que, na auséncia da enzima, 0 processo de
reducdo do 4-AMF (+0,1 V) é mais intenso para EPG ndo modificado quando comparado ao
AP/EPG, sugerindo aumento na capacitancia do sistema, como ilustrado na Figura 14. No
entanto, na presencga de LAC, o processo de reducédo (-0,05 V) foi maior para LAC/AP/EPG em
comparacao a LAC/EPG, mostrando que os filmes de AP possuem um efeito sinergético positivo
na configuracdo eletrddica e na sensibilidade do dispositivo. Em geral, a modificacdo de sensores
por filmes de AP atribui maior area superficial, permitindo que maior quantidade de LAC seja
imobilizada e, consequentemente, maior seja a concentragdo do substrato oxidado e a intensidade
do processo redox observada.

Com a estabilizacdo do biossensor em 30 minutos e ap6s 20 ciclos consecutivos, foi
constatada a reducédo de 28% do sinal analitico para LAC/EPG, enquanto que para LAC/AP/EPG
foi de apenas 7%, indicando maior estabilidade para este Gltimo dispositivo. Esse resultado
também mostrou que filmes de AP também conferiram maior aderéncia da enzima em

comparacdo a EPG ndo modificado.
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Figura 14 — VVoltamogramas de onda quadrada obtidos para reducéo de 4-AMF 4,75x10™ mol L™
sobre EPG (linha vermelha), AP/EPG (linha azul), LAC/EPG (linha verde) e LAC/AP/EPG
(linha preta) em meio de tamp&o BR pH 5,0, empregando f = 100 s, a=50 mV e AE; = 2 mV
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01 00 01 02 03
E/Vvs. Ag/IAgCI/CI

Fonte: autoria propria.

A partir dos diagramas de Nyquist apresentados na Figura 15, obtidos para a reducdo de
4-AMF 4,75x10® mol L™, em meio de tampdo BR pH 5,0; antes e ap6s a catalise enzimatica,
também foi possivel obter informacBes acerca da resisténcia a transferéncia de carga (R¢) dos
diferentes dispositivos. EPG ndo modificado apresentou comportamento praticamente linear,
caracteristico de processos controlados por difusdo, mas a eletrodeposicdo de AP proporcionou 0
surgimento de um arco capacitivo (R = 90 Q), decorrente do aumento da resisténcia a
transferéncia de carga. Por outro lado, com a etapa de imobilizacdo da enzima, o efeito capacitivo
foi menor para LAC/AP/EPG (R = 267 Q) quando comparado a LAC/EPG (R = 396 Q),
corroborando os dados obtidos por VOQ. Vale ressaltar que o aumento dos arcos capacitivos sao
indicios do sucesso na imobilizacdo das respectivas camadas.** Portanto, os resultados exibidos
mostraram que LAC/AP/EPG possui configuragéo eletrddica e sensibilidade mais adequadas para

ser utilizado como dispositivo analitico.
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Figura 15 — Diagramas de Nyquist obtidos para reducéo de 4-AMF 4,75x10™ mol L sobre EPG,
AP/EPG, LAC/EPG e LAC/AP/EPG em meio de tampédo BR pH 5,0, na faixa de frequéncia de
10 a 10° Hz, aplicando 0,20 V na auséncia e -0,01 V na presenca de LAC
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Fonte: autoria propria.
5.2.3 Otimizacao dos parametros operacionais e voltamétricos

O efeito catalitico das enzimas é fortemente influenciado pelo pH do meio, sendo que a
atividade das lacases estende-se do meio 4cido ao levemente bésico.?® Neste trabalho, a atividade
de LAC imobilizada sobre AP/EPG foi investigada no intervalo de pH 2,0 a 8,0. Os resultados
indicaram que o aumento do pH proporcionou aumento nos valores de 1, ate pH 5,0,
acompanhado de deslocamento linear de E, para valores mais negativos. Alem disso, foi
constatado que, para tempo de incubacdo de 30 minutos, a catalise completa da reacéo s6 foi
observada no intervalo de pH entre 4,0 e 6,0, correspondente a faixa de trabalho onde se obtém a
maior atividade de LAC, sendo pH 5,0 a condico otimizada.'?2**’

Diferentes concentracées de LAC (5,00; 7,50; 10,0; 12,5 e 15,0 U mL™) foram utilizadas
para avaliar a proporcgéo a ser imobilizada sobre AP/EPG. Aumento significativo nos valores de
I, foram observados até 10 U mL™, havendo decaimento em valores superiores, provavelmente,

devido ao aumento da resisténcia 6hmica do dispositivo, que dificultou a transferéncia de carga.
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O tempo de incubagéo foi otimizado em um intervalo de 60 minutos, de modo que boa
estabilidade do sinal analitico (-0,05 V) ja era observada ao longo de 30 minutos. Portanto, as
melhores condic¢Ges operacionais obtidas para LAC/AP/EPG foram: pH 5,0, concentracdo da
solucdo enzimética de 10 U mL™ e tempo de incubacéo de 30 minutos.

A quantificagdo dos CBM foi realizada por VOQ. Para isso, 0s parametros que afetam o
sinal eletroquimico nesta técnica (frequéncias de 10 a 300 s, amplitudes de 10 a 60 mV e
incrementos de 1 a 8 mV) foram otimizados, a fim de se obter o maximo de sensibilidade
analitica em termos de intensidade de I,, deslocamento de E, e aumento da AE,;,. Os valores
otimizados foram: f = 100 s, a=30 mV e AEs= 3 mV.

5.2.4 Curvas analiticas e figuras de mérito

Com base na inibicdo do pico analitico (-0,05 V) referente a reducéo da p-benzoquinona,
produto da oxidacdo catalitica do 4-AMF, foram construidas curvas analiticas para carbofurano
(CBF), carbaril (CBR), formetanato (FMT), pirimicarbe (PMB) e ziram (ZRM). De acordo com
as figuras de mérito exibidas na Tabela 4, as curvas analiticas apresentaram ampla regido linear,
com reduzida dispersdo dos dados, onde os valores de r variaram entre 0,9989 e 0,9997. A maior
sensibilidade foi obtida para CBR (LD 5,50x10° mol L™; 0,001 mg kg™), mas resultados
aceitaveis também foram encontrados para os demais pesticidas, variando de 1,00x10”" mol L™
(0,022 mg kg™) para CBF a 6,12x10” mol L™ (0,013 mg kg™) para FMT.

As diferentes porcentagens de inibicdo estdo diretamente relacionadas com o nivel de
toxicidade de cada composto para com a atividade enzimatica."***° A Figura 16 ilustra
exemplos de curvas analiticas obtidas para os CBM, com diferentes niveis de inibi¢cdo do sinal
analitico. Em todos os casos, a sensibilidade obtida atendeu as exigéncias das agéncias de
controle de qualidade e seguranca alimentar brasileira (ANVISA) e europeia (AESA) para avaliar
se 0s residuos de CBM presentes em hortalicas estdo dentro dos limites maximos pré-

L1492 o) seja, de 0,1 a 3,0 mg kg™ para tomate e de 0,05 a 0,1 mg kg™ para batata.

estabelecidos,
Em outras palavras, os valores de LD e LQ obtidos permitem quantificar valores de CBM muito
menores que 0 LMR exigido pela legislagédo vigente, reafirmando a elevada sensibilidade do

método proposto.
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Tabela 4 — Figuras de mérito para a analise de diferentes carbamatos, usando LAC/AP/EPG como

biossensor. Condicdes experimentais: tempo de incubacéo de 30 minutos, 4-AMF 4,75x10™ mol
L™ como substrato em meio de tampdo BR pH 5,0, f = 100 s, a=30 mV e AE; = 3 mV

Carbamatos estudados

Parametro
CBF CBR FMT PMB ZRM
Faixa de 4,98x107  7,44x10° 2,49%x10°’ 2,99x10°’ 2,49x10°
Concentragéo a a a a a
(mol LY 5,88x10°  8,47x107 4,76x10°® 5,66x10°° 5,66x107
Intercepto
o 0,50 1,69 4,01 5,95 3,40
(% de inibicao)
IC do Intercepto 3,28x10°  1,11x10° 1,05x10° 3,90x107 2,23x107
Inclinacdo
(% de inibic&o 3,53x10° 1,66x10° 8,34x10° 2,16x10’ 2,02x10°
mol™ L)
IC da Inclinacdo 2,31x10" 1,09x10° 3,89x10* 1,42x10° 1,32x10°
r 0,9993 0,9989 0,9990 0,9997 0,9993
LD (mol L™ 1,01x107  5,54x107 6,67x107 3,10x10° 5,20x10
LD (mg kg™ 0,022 0,001 0,017 0,007 0,002
LQ (mol L™ 3,38x107  1,85x10° 2,22x10” 1,03x10° 1,73x10°
LQ (mg kg™) 0,074 0,003 0,057 0,024 0,006
Repetibilidade
_ 2,1 3,3 2,9 2,5 1,8
(intra-day, %DPR)
Repetibilidade
_ 3,4 38 3,4 2,9 2,4
(inter-day, %DPR)
Reprodutibilidade
4,8 41 4,9 5,0

(%DPR)

Fonte: autoria propria.
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Figura 16 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com biossensor LAC/AP/EPG para
diferentes concentracdes de (A) carbofurano, (B) carbaril, (C) formetanato, (D) pirimicarbe e (E)
ziram, usando 4-AMF 4,75x10° mol L™ como substrato em meio de tampdo BR pH 5,0,
empregando f = 100 s, a = 30 mV e AE; = 3 mV. As inserces se referem as curvas analiticas

obtidas para cada pesticida, com as respectivas barras de erro
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Fonte: autoria propria.

Os testes de repetibilidade intra-day e inter-day foram realizados com 4-AMF 4,75x107
mol L™, em meio de tampdo BR pH 5,0 e na presenca dos CBM (1,96x10" mol L™ para CBR e
ZRM e 1,96x10® mol L para CBF, FMT e PMB). Os valores de %DPR variaram de 1,8 a 3,3%
para a repetibilidade intra-day e de 2,4 a 3,8% para a inter-day. Esse resultado também pode ser
comprovado pelas barras de erro nas insercdes da Figura 16. Os testes de reprodutibilidade
também foram satisfatérios, de modo que os valores de %DPR variaram de 4,1 a 6,3%.

A estabilidade foi avaliada durante 30 dias, usando diferentes dispositivos, preparados nas
mesmas condi¢Bes e armazenados a +4,0 °C. Houve reducdo de 9,3% do sinal analitico,

1.°° Deste

indicando que a atividade da enzima no biossensor é mantida por um periodo aceitave
modo, pode-se concluir que o biossensor LAC/AP/EPG possui possibilidades de emprego como
ferramenta analitica, com destaque para sua facilidade de preparacéo, sensibilidade, estabilidade,

precisdo das medidas, além de tempo de andlise relativamente curto.
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5.2.5 Experimentos de recuperacado e estudo de interferentes

LAC/AP/EPG foi utilizado para quantificar CBM em extratos de tomate e de batata,
obtidos pelo método QUEChERS,™***3* em dois niveis de fortificacdo, como visto na Tabela 5.
REC variou de 90,2 = 0,1% a 101,1 + 0,3% para tomate e de 91,0 + 0,1% a 100,8 £ 0,1% para
batata, reforcando a sensibilidade do método.

Tabela 5 — Experimentos de recuperacdo de diferentes carbamatos em extratos de tomate e de
batata, obtidos pelo método QUEChERS, usando LAC/AP/EPG como biossensor. Condigdes
experimentais: tempo de incubagdo de 30 minutos, 4-AMF 4,75x10" mol L™ como substrato em
meio de tamp&o BR pH 5,0, f =100 s, a =30 mV ¢ AE; = 3 mV

A Carbamatos avaliados
Parametro

CBF CBR FMT PMB ZRM

Fortificagéo 1
(mg kg™)

0,21 0,02 0,21 0,23 0,02

Recuperacdo em

tomate (%)

90,2+0,1 92,7+0,4 946 +0,1 96,9+0,1 976+0,1

Recuperacdo em
batata (%0)

94,0+0,3 95,0+04 91,0+0,1 97,0+0,1 98,0+0,1

Fortificacdo 2

. 0,54 0,06 0,64 0,58 0,10
(mg kg™)

Recuperacdo em

tomate (%)

958+0,1 97,5+0,5 97,1+0,3 100,3 +0,2 101,1+0,3

Recuperacgdo em
batata (%0)

96,1+0,2 97,7+0,4 95,8+0,1 985+0,1 100,8 £0,1

Fonte: autoria propria.

Esses valores foram comparaveis aos obtidos por outros autores, usando biossensores
enziméaticos & base de acetilcolinesterase (AChE) para quantificar CBF, CBR e PMB.'*** Bucur

et al.'*® desenvolveram biossensores amperométricos constituidos por eletrodos impressos
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modificados com 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano, seguido da incorporacdo de mutantes da
AChE extraida de Drosophila melanogaster, para determinar CBF, CBR e PMB em aguas de
abastecimento contaminadas. Os maiores valores de REC de CBF (87%; fortificacéo de 5,0x107
mol L), CBR (90%; fortificagdo de 5,010 mol L™) e PMB (91%; fortificacdo de 1,0x10" mol
L) foram obtidos com os dispositivos modificados com os mutantes Y370A, 1199V e E69W,
respectivamente. Caetano e Machado'® desenvolveram um método altamente robusto e com
baixo nivel de interferentes para determinar CBR em tomates, sem qualquer tratamento prévio. O
dispositivo era constituido de eletrodos de pasta de carbono modificados com AChE, permitindo
valores de recuperacéo equivalentes a 83,4%, para nivel de fortificacio de 5,0x10° mol L™

No caso de FMT, Ribeiro et al.**® utilizaram eletrodo de ouro modificado com NpAu e
LAC, imobilizada por cross-linking com glutaraldeido, para quantificar este CBM em extratos
QUEChERS de frutas. Os valores de REC variaram entre 96,1 e 108,6% em amostras de manga
(contaminacdes de 0,49-1,70 mg kg™) e entre 95,5 e 99,8% em amostras de uva (contaminacdes
de 0,73-1,70 mg kg™*). Nenhum biossensor para ZRM foi encontrado até 0 momento.

Considerando que o tomate e a batata sdo importantes fontes de p-caroteno (provitamina
A), tiamina (vitamina B1) e acido ascorbico (vitamina C), esses compostos foram testados como
possiveis interferentes. Os experimentos de VOQ foram realizados na presenca de diferentes
razbes (1:10, 1:1 e 10:1, v/v) entre os interferentes e o substrato (4,75x10™ mol L™), sendo os
resultados expressos como bias (%) e apresentados na Figura 17. A vitamina B1 ndo mostrou
nenhum efeito significativo, havendo perda no sinal de apenas 5,3 + 0,1% para a maior razao
estudada (10:1, v/v). Os maiores efeitos foram observados para a provitamina A (perda de sinal
de 11,4 + 0,1%) e vitamina C (perda de sinal de 13,2 + 0,2%) nos maiores niveis testados.
Todavia, essa proporcdo de interferente € um caso extremo, dificilmente encontrada em
condigdes naturais para a massa de vegetal (10 g) trabalhada, mas que atesta a aplicabilidade da
metodologia. Portanto, utilizando o procedimento proposto, foi possivel determinar tracos de

CBM com a seletividade e exatiddo necessarias, mesmo na presenca de potenciais interferentes.
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Figura 17 — Influéncia da provitamina A, vitamina B1 e vitamina C no sinal eletroquimico obtido
com a oxidacéo de 4-AMF 4,75x10” mol L™ sobre o biossensor LAC-EPNC, em tamp&o BR pH
5,0, empregando f = 100 s, a = 30 mV e AE; = 3 mV, para razdes substrato:interferente de 1:10,
1:1e 10:1 (n/n)
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Fonte: autoria propria.
5.3 Determinacao eletroanalitica de carbamatos em frutas citricas
5.3.1 Desenvolvimento do biossensor bi-enzimatico LAC-TIR-NpAu-CS/EPG
5.3.1.1 Proporcao de nanoparticulas de ouro e quitosana no material composito
Inicialmente, é necessario informar que EPG (20% de grafeno, m/m) foi o sensor utilizado
para a modificagdo com o filme hibrido, preparado nas condi¢6es descritas no item 5.2.1.2. Os

ensaios eletroquimicos foram conduzidos em tamp&o BR pH 5,5, utilizando 4-AMF 4,75x10°
mol L™ como substrato, no intervalo de -0,2 a 0,6 V. Os processos de reducdo do 4-AMF, antes e
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apo6s a catalise enzimatica, foram utilizados para avaliar o desempenho do biossensor bi-
enzimatico.

Retomando as discussdes acerca do material composito, é conhecido na literatura que a
quitosana (CS) sofre um processo de geleificacdo abaixo do seu pKa (= 6,5), devido a protonacéo
dos grupos aminicos.'*® Nestas condicdes, este material também pode ser utilizado como veiculo
para eletroimobilizar enzimas e outros elementos de biorreconhecimento, por sua adequada
biocompatibilidade e habilidade como reagente para cross-linking.*****® Por outro lado, é
necessario enriquecer a matriz com materiais condutores para contornar 0s problemas
relacionados com sua elevada resisténcia elétrica. Neste trabalho, a matriz de CS em pH 5,5 foi
modificada com nanoparticulas de ouro (NpAu) para superar esta limitacéo.

Os testes de eletrodeposicdo da CS, na auséncia e na presenca do nanomaterial, foram
realizados aplicando -1,5 V por 200 s.** Constatou-se que a eletroimobilizacdo da matriz de CS
ndo modificada proporcionou reducdo substancial dos valores de corrente para 0 processo redox
do 4-AMF, devido as propriedades isolantes deste biopolimero. Influéncia da proporcéo de NpAu
(10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70% v/v) no material compdsito também foi investigada. Os resultados
indicaram aumento linear de I, proporcional a quantidade de NpAu em todo o intervalo estudado,
mas acima de 40% v/v a matriz polimérica se tornou menos consistente e mais susceptivel a
lixiviacdo. Pelo fato do material composito contendo NpAu 40% v/v ter apresentado incrementos
nos valores de I, da ordem de duas vezes em comparacdo a matriz de CS ndo modificada,
mostrando uma contribuicdo positiva para a sensibilidade do sensor, denominado doravante de

NpAu-CS, essa foi a proporc¢éo selecionada.

5.3.1.2 Proporgéo das enzimas lacase e tirosinase no material compdsito

Em seguida, a proporcdo das enzimas lacase (LAC) e tirosinase (TIR) a ser acrescentada
ao composito NpAu-CS foi otimizada. Nesse trabalho, o processo correspondente a reducéo de p-
benzoquinona em p-hidroquinona (-0,05 V) foi, mais uma vez, utilizado para monitorar a
eficiéncia do processo catalitico do sistema bi-enziméatico proposto.

A Figura 18A apresenta as variagdes de I, para os biossensores construidos com a adi¢éo
de LAC) e de TIR( isoladamente e com a mistura dessas enzimas em diferentes proporgoes
(4:1, 3:1, 2:1; 1:1, 1.0, 0:1, 1:2, 1:3 e 1:4, m/m). Valores mais intensos de corrente foram
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observados nas misturas em que a quantidade de LAC) € majoritaria, com maximo obtido na
proporcéo entre LAC) e TIR() de 2:1 (m/m).

Figura 18 — (A) Intensidade das correntes de pico obtidas para biossensores com diferentes
proporgdes de LAC) e TIR() (m/m), usando 4-AMF 4,75x10™ mol L™ como substrato, em meio
de tampdo BR pH 5,5. (B) Comportamento eletroquimico de 4-AMF 4,75x10™ mol L sobre
biossensores LAC-TIR/EPG (linha vermelha), LAC-TIR-CS/EPG (linha azul) e LAC-TIR-
NpAu-CS/EPG (linha preta), em tampéo BR pH 5,5
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Fonte: autoria propria.

Houve efeito sinergistico entre LAC e TIR para oxidacdo catalitica do 4-AMF, ampliando
o sinal analitico e indicando que a resposta obtida com biossensores bi-enzimaticos foi maior que
com mono-enzimaticos. Assim, para a construgdo do biossensor bi-enziméatico LAC-TIR-NpAu-
CS/EPG utilizou-se a proporcédo de 2:1 (LAC): TIR(s), m/m), igual a 0,3% m/m da massa total do
material composito.

Diferentes biossensores tambem foram construidos por drop coating, usando solucéo
composta por 20 U mL™ de LAC e 10 U mL™ de TIR, para avaliar a imobilizacdo enzimatica
sobre EPG, CS/EPG e NpAu-CS/EPG, e a viabilidade das nanoparticulas. Como pode ser
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observado na Figura 18B, os valores de I, obtidos para LAC-TIR-NpAu-CS/EPG foram até trés
vezes maiores que os obtidos por LAC-TIR/EPG e por LAC-TIR-CS/EPG, reafirmando a

importancia de NpAu no desempenho analitico do dispositivo.

5.3.2 Caracterizacdo eletroquimica do biossensor bi-enzimatico

A caracterizagdo eletroquimica de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG foi realizada com base nos
diagramas de Nyquist apresentados na Figura 19, obtidos a partir do processo redox do 4-AMF
4,75%x10®° mol L™ em meio de tampao BR pH 5,5, antes e ap6s a catalise enzimatica. Para EPG
ndo modificado, foi observado comportamento linear (linha a) para a relagcdo entre impedancia
real e imaginaria, sugerindo que o processo redox foi controlado por difusdo. Quando a matriz de
CS foi eletrodepositada sobre EPG, um arco capacitivo foi observado (R = 767 Q, linha b), em
decorréncia do aumento na resisténcia a transferéncia de carga, fato comum para biopolimeros
ndo condutores.”***3! No entanto, quando a matriz de CS foi enriquecida com NpAu (linha c), o
arco capacitivo diminuiu pronunciadamente(Ri =407 Q), mostrando que NpAu desempenharam
importante papel na condutividade do filme hibrido.#*°

Com relacdo a imobilizacdo das polifenoloxidases, foram investigadas trés alternativas:
dispersdo no compdsito NpAu-CS (linha d), imobilizacdo direta sobre o EPG (linha €) por drop
coating (solucéo contendo 20 U mL™ de LAC e 10 U mL™ de TIR) e dispersdo na matriz de CS
ndo modificada (linha f). O menor arco capacitivo foi observado para LAC-TIR-NpAu-CS/EPG
(Ric =527 Q), ou seja, quando LAC e TIR foram dispersas diretamente no compoésito NpAu-CS
(linha d). Isso sugere maior sensibilidade deste dispositivo em comparagdo com LAC-TIR/EPG
(linha e) e com LAC-TIR-CS/EPG (linha f). Esses dados corroboraram os resultados obtidos por
VC em relacdo a presenca de NpAu na configuracdo eletrédica do dispositivo.

Complementando esta discussdo, na insercdo da Figura 19 estd apresentado o
comportamento geral observado pelos diagramas de Bode para os diferentes biossensores bi-
enzimaticos construidos com LAC e TIR por diferentes estratégias de imobilizagdo. Em geral,
para a relacdo entre o angulo de fase (0) e o logaritmo da frequéncia (log f), foram constatadas
apenas alteracBes na intensidade do pico observado em altas frequéncias, em virtude das
alteracdes na Ry, mas que comprova que o dispositivo contendo NpAu possui menor resisténcia

ohmica frente aos demais. Em sintese, com base nos dados obtidos por VC e EIE, o biossensor
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bi-enzimatico LAC-TIR-NpAu-CS/EPG apresentou a configuracdo eletrddica mais adequada

como dispositivo analitico.

Figura 19 — Diagramas de Nyquist para (a) EPG, (b) CS/EPG, (c) NpAu-CS/EPG, (d) LAC-TIR-
NpAu-CS/EPG, (e) LAC-TIR/EPG e (f) LAC-TIR-CS/EPG, obtidos na faixa de frequéncia de
10™ a 10° Hz. Condicdes experimentais: 4-AMF 4,75x10® mol L™ em meio de tamp&o BR pH
5,5, potencial de condicionamento de 0,2 V na auséncia e -0,01 V na presenca das enzimas. A

insercdo se refere ao comportamento geral observado pelo diagrama de Bode, para o processo

redox do 4-AMF sobre as diferentes superficies
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Fonte: autoria propria.

5.3.3 Otimizacao dos parametros operacionais e voltamétricos

Embora LAC e TIR sejam enzimas do grupo das polifenoloxidases, as faixas de pH onde
0 maximo de atividade de LAC (2,0 — 6,0) e de TIR (5,0 — 8,0) s&o observadas s&o distintas.>**>?
Com base em estudos prévios com polifenoloxidases das mesmas fontes que as utilizadas neste
trabalho,38121:122131152 £4 estabelecido o intervalo de pH entre 4,0 e 7,0 a ser otimizado, como

ilustrado na Figura 20, usando diferentes biossensores construidos com cada enzima e com a

mistura previamente otimizada.
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Figura 20 — Relagbes entre correntes de pico e pH para a reacéo catalitica de 4-AMF 4,75x10”
mol L™ em tamp&o BR pH 5,5, obtidas sobre LAC-NpAu-CS/EPG (quadrados), TIR-NpAu-
CS/EPG (circulos) e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG (triangulos) a 50 mV s™ e tempo de incubacdo de

15 minutos
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—@— TIR-NpAu-CS/EPG
| —#— LAC-TIR-NpAu-CS/EPG

-1 /pA

40 45 50 55 60 65 70
Fonte: autoria propria.

Para LAC-NpAu-CS/EPG e TIR-NpAu-CS/EPG, registrou-se um maximo de corrente em
pH 5,0 e 6,0, respectivamente, sugerindo o valor de pH onde a atividade enzimética é maxima.
No entanto, quando LAC e TIR sdo utilizadas de forma conjunta (LAC-TIR-NpAu-CS/EPG), o
méaximo é observado em pH 5,5. A intensidade da resposta obtida para o biossensor bi-
enzimatico LAC-TIR-NpAu-CS/EPG chegou a ser de até duas vezes maior que a obtida para
LAC-NpAu-CS/EPG e TIR-NpAu-CS/EPG, mostrando a contribui¢do do sistema bi-enzimatico
na amplificagdo do sinal analitico. Em todos os casos, 0 aumento de pH proporcionou
deslocamento néo linear de E, para valores mais negativos. Portanto, pH 5,5 foi estabelecido
como 6timo para o uso de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG como dispositivo analitico.

A atividade catalitica de cada enzima, bem como da mistura entre elas, também pode ser
estudada com base na equacio de Michaelis-Menten.**® Em Eletroquimica, esta expresséo pode
ser algebricamente rearranjada para a equacgéo de Lineweaver-Burk, que relaciona os valores de

corrente com a concentragao do substrato:

1 _ Kmparentey 1 1 (11)

IS Imax C Imax
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em que Is é a corrente de estado estacionério apos a adicdo do substrato, Iyax corresponde ao
maximo de corrente obtido na faixa linear, Km (aparente) € @ constante de Michaelis-Menten e C
representa a concentra¢do do substrato na solugéo. Quanto menor for o valor de Ky aparente), maior
sera a atividade catalitica para dado sistema. Aplicando os valores obtidos, encontrou-se valores
de K (aparente) relativamente proximos para LAC-NpAu-CS/EPG (37,8 = 0,2), TIR-NpAu-
CS/EPG (52,3 £ 0,4) e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG (26,9 + 0,5), mas com maior atividade catalitica
para o ultimo sistema.

Considerando que a segunda etapa da oxidacdo do 4-AMF € lenta (determinante da
velocidade da reacdo) e corresponde ao estagio em que o pico analitico (-0,05 V) é estabilizado, o
tempo de incubacdo é outro parametro crucial a ser otimizado. Os resultados indicaram um
aumento na intensidade do processo até 15 minutos, permanecendo praticamente constante em
intervalos maiores. Apesar da necessidade de 15 minutos para a estabilizacdo do sinal, ndo houve
necessidade de tempo de estabilizacdo entre as medidas. Em sintese, os pardmetros operacionais
para emprego de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG como sensor foram matriz polimérica composta por
CS e NpAu (60:40%, v/v), posteriormente enriquecida com mistura enzimatica de LAC e de TIR
(2:1, m/m), correspondendo a 0,3% m/m da massa total do material compdsito, sendo que o
desempenho 6timo foi alcangcado em pH 5,5 e com tempo de incubacéo de 15 minutos.

Os parametros da VOQ (frequéncias de 10 a 300 s™, amplitudes de 10 a 60 mV e
incrementos de 1 a 8 mV) foram otimizados para a possivel quantificagdo dos CBM em nivel de
tracos. A otimizacéo teve por base a intensidade de I,, deslocamento dos valores de Ep, aumento
de AEy, e alteragdes na relacéo sinal/ruido. Constatou-se que a sensibilidade do sinal analitico foi

mais pronunciada com f = 100 s, a = 40 mV e AEs = 3 mV.

5.3.4 Curvas analiticas e figuras de mérito

O desempenho analitico do biossensor bi-enzimatico LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para a
quantificacdo dos carbamatos carbaril (CBR), formetanato (FMT), propoxur (PPX) e ziram
(ZRM) foi investigado, aliando as condic¢Bes operacionais e voltamétricas descritas, com base na
inibicdo do processo de reducdo do 4-AMF (conversao de p-benzoquinona a p-hidroquinona)

registrado em -0,05V. As figuras de mérito obtidas podem ser encontradas na Tabela 6.
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As curvas analiticas, apresentadas na Figura 21, foram construidas seguindo o mesmo
principio de inibi¢do dos biossensores mono-enziméaticos LAC-EPNC e LAC/AP/EPG, havendo
alteracdes com relacdo a sensibilidade alcancada com LAC-TIR-NpAu-CS/EPG e a toxicidade de
cada pesticida. Em geral, obteve-se ampla regido linear e baixa dispersdo dos dados (r variando
entre 0,9988 e 0,9995), permitindo a analise de tracos de CBM. A maior sensibilidade em termos
de LD e de LQ foi observada para CBR (LD = 1,98x10® mol L™ e LQ = 6,60x10® mol L™) e
ZRM (LD = 1,98x10® mol L™ e LQ = 6,60x10® mol L), embora valores aceitaveis também
tenham sido encontrados para FMT (LD = 2,15x10" mol L™ e LQ = 7,17x107" mol L) e PPX
(LD = 1,98x10® mol L™ e LQ = 6,60x10® mol L), por alcancarem os LMR pré-estabelecidos
(0,05 — 0,5 mg kg™) pelas agéncias de controle e seguranca alimentar brasileira (ANVISA) e
europeia (AESA) para a anélise de CBM em frutas citricas.®*

Trabalhos eletroanaliticos com sistemas bi-enzimaticos ainda sdo restritos. Até o
momento, ndo ha nenhuma publicacédo relacionada a determinacdo de CBM com biossensores bi-
enziméaticos. Mesmo assim, a sensibilidade obtida com LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para a
determinacdo de CBR foi similar, ou ainda superior, a mencionada por outros autores que
utilizaram diferentes sensores ou biossensores (a base de AChE) para a determinacdo destes
pesticidas, conforme descrito no item Estado da Arte, 103104106.108-110.112,113,115.116,119,120

Os valores de %DPR para a repetibilidade intra-day (n = 10) e inter-day (n = 5) variaram
de 1,2 a 2,8% e de 3,2 a 5,8%); respectivamente. No caso da reprodutibilidade, avaliada com base
na resposta eletroquimica obtida para quatro diferentes dispositivos construidos nas mesmas
condicdes experimentais, os valores de %DPR variaram entre 3,2 e 6,5%. A elevada precisao das
medidas também pode ser constatada pelas barras de erro apresentadas nas inser¢fes da Figura
21. Em adicéo, avaliando a estabilidade de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para um periodo de 20 dias,
constatou-se reducdo no sinal analitico de 7,4% em relacdo a sua resposta inicial. A partir desses
dados, é possivel afirmar que, além de sensibilidade adequada para a analise de CBM, o

biossensor também possui consideravel estabilidade e precisdo das medidas.*
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Tabela 6 — Figuras de mérito para a anélise de diferentes carbamatos, usando LAC-TIR-NpAu-
CS/EPG como biossensor bi-enzimatico. Condicdes experimentais: tempo de incubacdo de 15
minutos, 4-AMF 4,75x10"° mol L™ como substrato em meio de tampdo BR pH 5,5, f = 100 s,
a=40mV e AEs =3 mV

Carbamatos estudados

Parametro CBR FMT PPX ZRM
Faixa de 9,90x10°® 9,99x10°’ 4,99x107 9,99x10°
Concentracéao a a a a
(mol L™ 2,91x10°® 2,43x107 1,92x10° 3,38x10”’
Intercepto
_— 3,47 5,62 3,10 2,32
(% de inibicao)
IC do Intercepto 1,54x10% 2,50x107 1,38x107? 1,03x107
Inclinacao
(% de inibicao 3,13%x10’ 1,84x10° 1,31x10° 2,33x10°
mol™ L)
IC da Inclinacéo 1,39x10° 8,20x10° 5,84x10° 1,03x10°
r 0,9995 0,9992 0,9988 0,9989
LD (mol L™ 1,98x10° 2,15x10” 1,87x10°" 1,68x107
LD (mg kg™ 0,004 0,048 0,039 0,001
LQ (mol L™ 6,60x107 7,17x10” 6,25x10” 5,62x107
LQ (mg kg™ 0,013 0,158 0,131 0,002
Repetibilidade
_ 1,2 2,5 2,8 1,5
(intra-day, %DPR)
Repetibilidade
. 3,2 4,3 58 3,8
(inter-day, %DPR)
Reprodutibilidade
3,2 5,2 6,5 4,3

(%DPR)

Fonte: autoria propria.
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Figura 21 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com biossensor LAC/AP/EPG para
diferentes concentracdes de (A) carbofurano, (B) carbaril, (C) formetanato, (D) pirimicarbe e (E)
ziram, usando 4-AMF 4,75x10° mol L™ como substrato em meio de tampdo BR pH 5,0,
empregando f = 100 s, a = 30 mV e AE; = 3 mV. As inserces se referem as curvas analiticas
obtidas para cada pesticida, com as respectivas barras de erro
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Fonte: autoria propria.

5.3.5 Experimentos de recuperacao e estudo de interferentes

O extrato das frutas citricas (laranja, tangerina e limdo) para a analise dos CBM foi obtido
pelo método QUEChERS.**!* Qs ensaisos de recuperacdo foram realizados pelo método da
adicdo de padrdo e encontram-se sintetizados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Experimentos de recuperacdo de diferentes carbamatos em extratos de laranja, de
tangerina e de limao, obtidos pelo método QUEChERS, usando LAC-TIR-NpAu-CS/EPG como
biossensor bi-enzimatico. Condic¢des experimentais: tempo de incubacdo de 15 minutos, 4-AMF
4,75x10®° mol L™ como substrato em meio de tampdo BR pH 5,5, f = 100 s, a = 40 mV e
AEs=3 mV

Carbamatos estudados

Parametro CBR FMT PPX ZRM
Fortificacéo 1
. 0,01 0,63 0,52 0,01
(mg kg™)
Recuperacdo em
) 96,3+0,4 951+0,1 93,9+0,2 95604
laranja (%0)
Recuperacédo em
) 95,7+0,2 96,3+0,4 94,2+0,1 96,5%0,1
tangerina (%o)
Recuperacdo em
_ 949+0,1 948+0,6 93,8+0,3 95,2+0,2
liméo (%)
Fortificacéo 2
1 0,03 3,14 2,55 0,04
(mg kg™)
Recuperacdo em
) 96,8 0,1 96,1+0,3 95,6 £0,2 97,8+0,3
laranja (%)
Recuperacédo em
) 95,7+0,2 96,6 + 0,3 96,9+0,2 97,3%£0,3
tangerina (%)
Recuperacdo em
948+0,1 954 +0,5 96,2+0,1 97,1+ 0,1

liméo (%)

Fonte: autoria propria.

Independente do nivel de fortificacdo investigado, valores satisfatorios de recuperacdo de
CBM nas frutas citricas foram alcancados (93,9 + 0,2% a 97,8 + 0,3% para amostras de laranja;
94,2 + 0,1% a 97,3 + 0,3% para amostras de tangerina; 93,8 + 0,3% a 97,1 + 0,1% para amostras
de lim&o), demonstrando o éxito na utilizacdo do biossensor LAC-TIR-NpAu-CS/EPG aliado ao

método de extracdo QUEChERS para a analise desses pesticidas em alimentos naturais. As
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recuperacOes obtidas com este dispositivo foram similares, ou ainda superiores, as obtidas com
outros biossensores enzimaticos & base de AChE para a quantificacdo de CBM,'03104106.108-
110112,113.115.116. 119,120 Ey todos 0s casos, 0s maiores valores de %IR foram observados para ZRM,
enquanto os menores para PPX. Como discutido anteriormente, essas diferencas podem estar
diretamente relacionadas ao nivel de toxicidade de cada carbamato frente as polifenoloxidases
(LAC e TIR) empregadas na construcdo do biossensor, 13119

Sabendo que laranja, tangerina e limdo sdo importantes fontes de acido ascérbico
(vitamina C), acido citrico e glucose, estes compostos foram usados como potenciais interferentes
na resposta analitica de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG. Os experimentos foram conduzidos com
diferentes razdes interferente/substrato (1:10, 1:1 e 10:1, n/n) e os resultados expressos como bias

(%), conforme indicado na Figura 22.

Figura 22 — Influéncia da vitamina C, acido citrico e glicose no sinal eletroquimico obtido com a
oxidacdo de 4-AMF 4,75x10™ mol L™ sobre o biossensor LAC-EPNC, em tamp&o BR pH 5,0,
empregando f =50 s, a =30 mV e AE; = 2 mV, para razdes substrato:interferente de 1:10, 1:1 e
10:1 (n/n)
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Fonte: autoria propria.
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As maiores alteracGes no sinal foram observadas para o acido ascorbico, onde, na maior
razdo testada, calculou-se bias = 11,5 + 0,4%. Considerando esta razao um caso extremo para a
quantidade de amostra trabalhada (10 g), pode-se dizer que a presenca de acido ascorbico nessas
frutas ndo limita a aplicacdo do procedimento proposto. Acido citrico e glucose apresentaram
menor interferéncia, havendo perda de 6,5 = 0,1% e 4,7 = 0,3%; respectivamente, para a maior
razdo interferente/substrato testada (10:1, n/n). Portanto, estes resultados reforcaram a
sensibilidade, a seletividade e a precisdo da metodologia proposta, indicando que o biossensor bi-
enzimatico LAC-TIR-NpAu-CS/EPG pode ser uma estratégia promissora para a analise de CBM
em frutas citricas.

E importante ressaltar que, apesar da sensibilidade obtida com os biossensores LAC-
EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para a quantificacdo dos residuos de CBM em
hortalicas e em frutas citricas, estes dispositivos ndo foram seletivos para diferentes carbamatos
presentes em uma mesma amostra. Nesse caso, conhecendo os compostos utilizados como
defensivos em uma dada cultura, esses biossensores poderdo ser utilizados para a anélise de

carbamatos totais.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho contemplou o desenvolvimento e caracterizacdo de trés biossensores
enzimaticos que foram aplicados com éxito na determinacdo eletroanalitica de CBM em
hortalicas (tomate, alface e batata) e em frutas citricas (laranja, tangerina e liméo). Embora as
amostras de alimentos naturais sejam complexas, o que limita a aplicacdo direta dos métodos
propostos, as vantagens obtidas pela associacdo da VOQ (baixa contribuicdo das correntes
capacitivas) com o método de extracdo QUECHhERS (alta eficiéncia na extracdo dos analitos)
permitiram a quantificacdo de CBF, CBR, FMT, PMB, PPX e ZRM em nivel de tracos.

A presenca de nanomateriais (nanotubos de carbono, grafeno e nanoparticulas de ouro) na
configuracao eletrodica dos biossensores LAC-EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG
afetou positivamente a cinética de transferéncia eletrédica, permitindo aumento na intensidade do
processo redox do substrato 4-AMF, reducdo da Ry dos dispositivos e, consequentemente,
aumento da sensibilidade dos métodos propostos. Essas caracteristicas foram mantidas
independentemente da técnica de imobilizacdo enzimatica utilizada.

Apesar da eficiéncia observada na imobilizacdo de LAC por entrapment em LAC-
EPNC, os filmes de AP e CS também apresentaram importante papel no desenvolvimento e
estabilidade dos demais dispositivos, permitindo a imobilizac&o direta de LAC por drop coating
em LAC/AP/EPG ou de LAC e TIR por eletrodeposi¢do direta em LAC-TIR-NpAu-CS/EPG,
sem a necessidade de reagentes toxicos para cross-linking, normalmente empregados para
conferir maior aderéncia das enzimas a superficie dos transdutores.

A sensibilidade obtida com os biossensores em questdo (valores de LD variando de 0,001
a 0,093 mg kg™) permitiu quantificar residuos de CBM bem abaixo dos LMR para hortalicas e
frutas citricas, pré-estabelecidos pelas agéncias de seguranga e controle alimentar brasileira
(ANVISA) e europeia (AESA). Os procedimentos eletroanaliticos desenvolvidos também
proporcionaram medidas precisas (DPR para medidas de repetibilidade e reprodutibilidade
abaixo de 7,0%), exatas (%REC variando 91,0 £ 0,1% a 101,10 + 0,1% em contaminacdes de
0,01 a 3,14 mg kg™) e com nivel de interferentes relativamente baixo (bias variando de 4,70 +
0,30% a 14,11 + 0,01%, para uma razdo interferente/substrato de 10:1, n/n). Deste modo, 0s
biossensores LAC-EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG podem ser ferramentas

promissoras para a analise e controle de qualidade de CBM em matrizes ambientais complexas.
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