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RESUMO 

 

Este trabalho contempla três estratégias para o biossensoriamento de pesticidas da classe dos 

carbamatos (CBM) em alimentos naturais, utilizando biossensores à base de polifenoloxidases 

como dispositivos analíticos: (i) eletrodo de pasta de nanotubos de carbono (EPNC) modificado 

com lacase de Tramites versicolor (LAC) por entrapment da enzima diretamente no material 

compósito, definido como LAC-EPNC; (ii) eletrodo de pasta de grafeno (EPG) modificado com 

filmes de Azul da Prússia (AP), seguido da imobilização de LAC por drop coating, definido 

como LAC/AP/EPG; e (iii) EPG modificado por eletrodeposição de filme híbrido composto por 

quitosana (CS), nanopartículas de ouro (NpAu) e mistura das enzimas LAC e tirosinase de 

Agaricus bisporus (TIR), definido como LAC-TIR-NpAu-CS/EPG. Tomado por base o processo 

redox do substrato 4-aminofenol (4-AMF), a presença dos nanotubos de carbono e do grafeno 

proporcionou uma série de vantagens aos dispositivos, a saber: aumento nos valores de corrente 

de pico, catálise do processo redox, melhoria na reversibilidade e, consequentemente, na cinética 

de transferência eletrônica. Filmes de AP (imobilização direta da enzima sem a necessidade de 

regente para cross-linking), CS (biocompatibilidade adequada, maior imobilização e fixação das 

enzimas) e NpAu (redução da resistência a transferência de carga) também apresentaram 

importante papel na configuração eletródica dos biossensores. As curvas analíticas foram 

construídas 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 

detecção variando de 0,001 a 0,093 mg kg
-1

) que contempla os limites máximos estabelecidos 

pelas agências de segurança e controle alimentar brasileira e europeia para resíduos de CBM em 

hortaliças (tomate, alface e batata) e frutas cítricas (laranja, tangerina e limão), com baixo nível 

de interferentes. Os ensaios de recuperação foram realizados em extratos QuEChERS das 

amostras, com porcentagens de recuperação variando de 91,0 ± 0,1% a 101,10 ± 0,1%; para 

contaminações de 0,01 a 3,14 mg kg
-1

. Portanto, LAC-EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-

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

 

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

Biossensores enzimáticos. 



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-

AuNp-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
-1

) 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
-1

. 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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LAC-TIR-NpAu-CS/EPG como biossensor bi-enzimático. Condições 

experimentais: tempo de incubação de 15 minutos, 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

como substrato em meio de tampão BR pH 5,5, f = 100 s
-1

, a = 40 mV e     

ΔEs = 3 mV ..................................................................................................... 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

4-AMF 4-aminofenol 

ACh Acetilcolina 

AChE Acetilcolinesterase 

AESA Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

AP Azul da Prússia 

ATCh Acetilcolina 

BChE Butirilcolinesterase 

CAS Registro do Chemical Abstract Service 

CBF Carbofurano 

CBM Carbamatos 

CBR Carbaril 

CG/EM Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

ChO Colina oxidase 

CLAE Cromatografia líquida de alta eficiência 

CL-EM-EM Cromatografia líquida com espectrometria de massas sequenciais 

CL-IES-EM-EM Cromatografia líquida associada à espectrometria de massas 

sequenciais com interface de ionização por electrospray 

CLM Cromatografia líquida micelar 

CS Quitosana (Chitosan) 

DE Disruptores ou desreguladores endócrinos 

DME Eletrodo gotejante de mercúrio (dropping mercury electrode) 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DPR Desvio padrão relativo 

ECS Eletrodo de calomelano saturado 



EDDB Eletrodo de diamante dopado com boro 

EFS Extração em fase sólida  

EIE Espectroscopia de impedância eletroquímica 

ELISA Imunoensaio enzimático (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

EMs Eletrodos modificados 

EPC Eletrodo de pasta de carbono 

EPG Eletrodo de pasta de grafeno 

EPNC Eletrodo de pasta de nanotubos de carbono (paredes múltiplas) 

EtCBM Etilcarbamato 

FMT Formetanato 

Ft-Co Ftalocianina de cobalto 

GCE Eletrodo de carbono vítreo (glassy carbon electrode) 

GELCORR Grupo de Eletroquímica e Corrosão - Brasil 

GRAQ Grupo de Reacções e Análises Químicas - Portugal 

HMDE Eletrodo de gota pendente de mercúrio (Hanging Mercury Drop 

Electrode) 

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

LAC Lacase 

LAC/AP/EPG Eletrodo de pasta de grafeno modificado com filmes de Azul da 

Prússia, seguido da imobilização da enzima lacase 

LAC-EPNC Eletrodo de pasta de nanotubos de carbono (paredes múltiplas) 

modificado pela enzima lacase 

LAC-TIR-NpAu-CS/EPG Eletrodo de pasta de grafeno modificado por filme híbrido 

composto de quitosana, nanopartículas de ouro e uma mistura das 

enzimas lacase e tirosinase 

LD Limite de detecção 

http://en.wikipedia.org/wiki/Hanging_mercury_drop_electrode
http://en.wikipedia.org/wiki/Hanging_mercury_drop_electrode


LMRs Limites máximos permitidos 

LQ Limite de quantificação 

MEFS Microextração em fase sólida 

MWCNT Nanotubos de carbono com paredes múltiplas (multi-walled 

carbon nanotubes) 

NpAu Nanopartículas de ouro 

PANI Polianilina 

PARA Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos 

PBS Tampão fosfato 

PMB Pirimicarbe 

POP Poluentes orgânicos persistentes 

PPX Propoxur 

PSA Amina primária e secundária (primary and secondary amine) 

QuEChERS Método de extração (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and 

Safe) 

REQUIMTE Rede de Química e Tecnologia - Portugal 

RNA Ácido ribonucleico 

SAM Camadas automontadas (self-assembled monolayers) 

SINITOX Sistema Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas 

Tampão BR Tampão Britton-Robinson 

TEM Microscopia eletrônica de transmissão (Transmission Electron 

Microscopy) 

TIR Tirosinase  

TR Tempo de retenção 

VC Voltametria cíclica 

VOQ Voltametria de onda quadrada 

VPD Voltametria de pulso diferencial  



XPS Espectroscopia fotoeletrônica de raios-X (X-ray Photoelectronic 

Spectroscopy) 

ZRM Ziram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE SÍMBOLOS 

 

Ip Corrente de pico 

Is Corrente de estado estacionário 

Imax Corrente máxima obtida para uma dada concentração 

Ep Potencial de pico 

ΔEp Variação dos potenciais de pico 

ΔEp/2 Largura de meia-altura do processo redox 

v Velocidade de varredura 

Rtc Resistência à transferência de carga 

a Coeficiente linear 

b Coeficiente angular 

 ̅ Média aritmética 

Xi Valor teórico esperado 

n Número de medidas 

n Quantidade de matéria 

m Massa 

%IR Porcentagem de inibição da atividade enzimática 

DP Desvio padrão 

r Coeficiente de correlação 

%DPR Desvio padrão relativo em porcentagem 

REC Porcentagem de recuperação 

IC Intervalo de confiança 

k Constante de transferência eletrônica 

Km Constante de Michaelis-Menten 

C Concentração do substrato 



C8 Coluna em fase reversa, cujo empacotamento é feito com sílica modificada 

com cadeias alifáticas de oito carbonos 

C18 Coluna em fase reversa, cujo empacotamento é feito com sílica modificada 

com cadeias alifáticas de dezoito carbonos 

pH Potencial hidrogeniônico 

pKa Constante de ionização ácida 

f Frequência de aplicação dos pulsos de potencial 

a Amplitude de aplicação dos pulsos de potencial 

ΔEs Incremento de varredura 

Z´ Impedância real 

-Z´´ Impedância imaginária 

θ Ângulo de fase 

DDT 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-cloro-fenil)etano 

TCNQ 7,7,8,8-tetraciaboquinodimetano 

Z-Sep Suporte contendo mistura (2:5, m/m) de C18 e sílica revestida com dióxido de 

zircônio  

Z-Sep
+
 Suporte de sílica revestido com dióxido de zircônio e grupos octadecilsilano 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Pesticidas e meio ambiente 

 

O uso desordenado e/ou disposição inadequada de contaminantes emergentes no meio 

ambiente tem desencadeado sérios desequilíbrios aos ecossistemas e representam uma constante 

ameaça para a biodiversidade.
1
 Estes poluentes estão distribuídos em diferentes grupos de 

compostos, a exemplo dos pesticidas, agentes de ação terapêutica e farmacológica, cosméticos, 

produtos de higiene pessoal, subprodutos industriais, hormônios naturais e sintéticos, drogas 

ilícitas, etc.
2
 Eles recebem tal classificação pela falta de legislação ambiental que os contemplem, 

estabelecendo uma relação entre seus níveis e aspectos toxicológicos, ou ainda, por estarem em 

concentrações tão baixas que limitam o monitoramento com os recursos analíticos disponíveis.
3
 

Particularmente no caso dos pesticidas, o crescente acervo bibliográfico que trata dos 

problemas associados tanto à presença quanto aos efeitos crônicos destes contaminantes para os 

organismos vivos, tem impulsionado, em muitos países, ações governamentais e não-

governamentais de controle e de manejo das fontes poluidoras. No Brasil, esta questão se reveste 

de importância única devido à carência de políticas públicas relativas ao tema 

2 
e falta de 

esclarecimento da população acerca dos riscos associados à exposição, reflexo de educação 

ambiental bastante fragilizada que se perpetua ao longo das gerações
.1,4 

Em 2006 havia quase 17 milhões de pessoas ocupadas com atividades agropecuárias no 

país (incluindo produtores e seus familiares, empregados temporários e permanentes), que 

correspondia a quase 20% de toda a população brasileira na ocasião.
 5 

Neste mesmo ano, as 

intoxicações com pesticidas representaram 48,9% das mortes por agentes exógenos no Brasil, 

representando a maior taxa de mortalidade dentre todas as causas de óbitos por contaminação.
6
 

Este percentual foi relacionado à ingestão acidental, intencional e uso inseguro de pesticidas 

durante as atividades ocupacionais. Dois anos depois, o país tornou-se o maior consumidor de 

pesticidas do mundo, com mais de 400 ingredientes ativos formulados em aproximadamente 

1200 produtos.  De acordo com o Sistema Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas 

(SINITOX), no ano de 2009 foram registrados mais de onze mil casos de intoxicações por 

pesticidas no Brasil.
7
 Atualmente, existem aproximadamente 500 ingredientes ativos, distribuídos 

entre organoclorados, carbamatos, ureias, triazóis, piretróides, etc., que possuem uso permitido 
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pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para fins agropecuários, embora quase 

100 outros compostos já tenham sido proibidos.
8
  

Em 2010, o Nordeste estava entre as regiões brasileiras mais críticas com relação ao uso 

de agrotóxicos e ao número de vítimas (823) por intoxicações devido aos ingredientes ativos das 

formulações, ficando atrás somente das regiões Sudeste (2.145) e Sul (898).
7
 No mesmo ano, o 

Nordeste também alcançou a primeira posição no número de vítimas fatais por intoxicações com 

pesticidas, apresentando 82 óbitos (47,9%) de um total de 171 ocorrências registradas em todo o 

País.7 De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística – IBGE, o Ceará já era, 

desde 2008, o estado nordestino com maior consumo de defensivos agrícola, ocupando a quarta 

posição no Brasil.
9
 Dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA, acerca 

dos casos de intoxicações ocorridas no Ceará, destacam a Chapada do Apodi (formação rochosa 

que funciona como um divisor de águas entre os rios Apodi e Jaguaribe) como a área com maior 

número de ocorrências.
10

 É na Chapada do Apodi onde também se observa o maior número de 

vítimas de câncer no Ceará, sendo que o consumo de alimentos contaminados, o uso abusivo e o 

método de aplicação dos pesticidas (pulverização aérea) estão entre as causas mais prováveis 

desta desordem.
10

 Estima-se que pela pulverização aérea, cerca de 32% dos pesticidas fiquem 

retidos nas plantas, 49% sejam desviados para o solo e 19% dispersados pelo ar para áreas 

adjacentes.
 5

 O maior número de vítimas da doença vêm sendo registrado nos municípios de 

Limoeiro do Norte, Tabuleiro do Norte, Jaguaribe, São João do Jaguaribe, Alto Santo, Quixeré, 

Pereiro, Potiretama, Jaguaribara e Ererê.
11

  Todas essas cidades estão situadas em áreas 

produtoras de frutas e vegetais para subsistência, importação e exportação, embora pouca ou 

nenhuma fiscalização seja feita na região.
5 

 

Milhome et al.
12

 mostraram que os inseticidas (46%) e acaricidas (30%) são 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 I 

ou extremamente tóxicos (metomil, metamidofós e paration metílico), classe II ou altamente 

tóxicos (carbosulfan, clorpirifós, fenitrotion e triazofós) e classe III ou moderadamente tóxicos 

(acefato, cartape e mancozeb). Marinho
 13

 investigou a presença de agrotóxicos em 24 amostras 

de águas utilizadas para o abastecimento público, coletadas em torneiras residenciais, canais de 

abastecimento e em poços 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 agronegócio local. 

Em alguns pontos de coleta foram identificados até 12 pesticidas na mesma amostra. Entre os 

compostos encontrados, estavam pesticidas classe I (abamectina, endosulfan, difenoconazol e 

tepraloxidim), classe II (cletodim, carbofurano, carbaril, fenitrotiona e procimidona) e classe IV 

ou pouco tóxicos (tebuconazol, glifosfato e ciromazina). O estudo não levou em consideração a 

relação das concentrações com os limites máximos permitidos (LMRs) pela legislação vigente. 

Um dos principais impactos negativos dos pesticidas é a capacidade de afetar as funções 

endócrinas dos seres vivos, imitando, mimetizando ou bloqueando a ação dos hormônios 

naturais.
14

 Por isso, são classificados como desreguladores ou disruptores endócrinos (DE) e a 

exposição direta ou indireta a esses contaminantes, mesmo em níveis de traços (da ordem de µg 

L
-1

 a ng L
-1

), tem sido relacionada a várias anormalidades em seres humanos, a exemplo da 

puberdade precoce, surgimento de cânceres nas glândulas endócrinas e sistemas relacionados, 

anormalidades no trato genital de machos e fêmeas, infertilidade e risco de extinção.
15,16

  

A dinâmica 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 vão de encontro aos receptores hormonais pela corrente 

sanguínea, juntamente com os hormônios naturais excretados pelas glândulas endócrinas.
17

 A 

Figura 1 retrata o esquema geral do mecanismo de atuação desses compostos. Os hormônios 

naturais são segregados pelas glândulas endócrinas 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 proteínas (efeitos a longo prazo - processos de crescimento, 

maturação, reprodução sexual, etc.) ou que altere a atividades das proteínas existentes na célula 

(efeitos a curto prazo - aumento do ritmo cardíaco, nível de adrenalina, balanço de açúcar no 

sangue, etc.). Alguns contaminantes exógenos não interagem como esses receptores (Esquema 2) 

e são excretados, praticamente, de forma inalterada por via urinária e digestiva. No caso dos DE 

(Esquema 3), por possuírem estrutura similar a dos hormônios naturais, podem interagir 

diretamente com esses receptores, desequilibrando o funcionamento normal do organismo.
17

 

Essas substâncias também são capazes de mimetizar a ação dos hormônios naturais (efeito 

agonista) e/ou bloquear seus receptores (efeito antagonista), acarretando sérios distúrbios ao 

sistema endócrino dos seres vivos.
18

 



28 

 

Figura 1 - Representação geral do mecanismo de atuação dos hormônios naturais e contaminantes 

exógenos em relação aos receptores hormonais 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autoria própria 

 

Independente do modo de aplicação dos pesticidas, o solo é o destino final mais provável 

de grande parte dos resíduos.
19

 Em seguida, de acordo com a dinâmica de adsorção e dessorção 

desses compostos no ambiente, controlada por uma série de processos físico-químicos (retenção, 

lixiviação, volatilização, fotodegradação, decomposição química e microbiológica, carreamento 

superficial e absorção pelas plantas), uma nova rota se inicia.
20

 Além da retenção, os fatores 

bióticos e abióticos e as características físico-químicas das moléculas (solubilidade em água, 

pressão de vapor, coeficiente de partição octanol-água, constante de ionização ácida ou básica, 

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.
19

 

Em adição, estudos apontaram para o caráter não-biodegradável dos pesticidas, que 

persistem tanto nos ecossistemas quanto nos organismos vivos em contato com o ambiente, 

constituindo um sério risco à saúde, principalmente, daqueles que se encontram no topo da cadeia 

alimentar, ou seja, os seres humanos.
14 Whallen et al.

21
 alertaram que o contato, mesmo que 

indireto, dos integrantes de qualquer nível da cadeia alimentar dos seres vivos com essas 

substâncias, desempenha papel bioacumulador (acúmulo do princípio ativo ao longo do tempo), 

biomagnificador (acúmulo progressivo observado em cada nível da cadeia alimentar) e 
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Bloqueiam ou imitam as 

funções endócrinas 

Receptores Hormonais 

Hormônio 

Natural 
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biotransformador (transformação da substância em seus metabólitos). Skinner et al.
22

 reportaram 

que doses extremamente baixas (µg L
-1

 a ng L
-1

) destas substâncias podem causar danos 

irreversíveis em animais silvestres e, pelo princípio da precaução, o contato com seres humanos 

deve ser evitado ao máximo.  

Especialistas na área de Endocrinologia consideram que, em seres humanos, a dieta 

alimentar seja a principal rota de contaminação.
1
 Há um número considerável de trabalhos que 

retratam a ocorrência de vários desses compostos em alimentos naturais, ou ainda, em solos, 

sedimentos marinhos e águas naturais contaminadas por resíduos oriundos de áreas agrícolas.1
-23 

Embora os mamíferos estejam entre as principais vítimas de contaminação, pesticidas também 

podem afetar os caracteres sexuais de peixes, crustáceos, moluscos, aves e répteis.
14-24

 Assim, o 

desenvolvimento de métodos para monitorar esses compostos em diferentes matrizes ambientais 

tornou-se motivo de preocupação imediata.1
,
3

-
6

,14,16,18
 

O primeiro pesticida com ação disruptora comprovada foi o organoclorado 1,1,1-tricloro-

2,2-bis(4-cloro-fenil)etano, conhecido cientificamente como DDT,
25

 mas que se popularizou com 

o nome de “pesticida milagroso”. Em 1948, o químico suíço Paul Hermann Müller foi laureado 

com o Prêmio Nobel em Fisiologia e Medicina pela descoberta das propriedades inseticidas desse 

composto contra vários tipos de artrópodes. Anos depois, as consequências desastrosas desse 

pesticida e outros compostos organoclorados foram advertidas pela cientista Rachel Carson, em 

sua obra Silent Spring (Primavera Silenciosa), uma das mais importantes referências relativas a 

pesticidas com ação endócrino-disruptora, onde relatou os diversos efeitos adversos ocasionados 

ao meio ambiente em troca da garantia da alta produção agrícola, que se encontrava ameaçada 

pelas inúmeras pragas que prejudicavam o agronegócio em nível mundial.
26

 Com isso, muitos 

países baniram ou limitaram a produção e o uso de vários organoclorados (aldrin, clorano, DDT, 

dieldrin, endrin, heptacloro, hexaclorobenzeno, mirex, toxafeno, clordecone, α-

hexaclorociclohexano, β-hexaclorociclohexano, lindano, pentaclorobenzeno, entre outros) na 

década de 1970. Essas medidas se tornaram mais evidentes após restrições estabelecidas pela 

Convenção de Estocolmo sobre poluentes orgânicos persistentes (POP).
27

 Mesmo assim, vários 

organoclorados ainda são utilizados por muitas nações, principalmente, países emergentes, para o 

controle de vetores transmissores de doenças.
19

 

Como alternativa, grande investimento foi destinado à síntese e aplicação 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 nitrogênio e de fósforo, respectivamente, capazes de inibir a atividade da enzima 

acetilcolinesterase presente em diferentes pestes (parasitas e patógenos) que ameaçam os 

cultivares.
28

 Todavia, considerando que esta enzima também está presente em insetos, pássaros, 

peixes e mamíferos, ficou comprovado que esses compostos podem apresentar grande risco para 

organismos não-alvo.
27,28

 Em geral, carbamatos e organofosforados são menos persistentes e 

bioacumulativos que os organoclorados, mas podem ser ainda mais tóxicos para seres vivos que 

estabelecem contato direto com o ingrediente ativo.
29

  

Por conta da dimensão desta problemática de saúde pública, as agências de segurança e 

controle alimentar se encontram em constante estado de alerta, reavaliando e estabelecendo novas 

diretrizes para o uso restrito e legal desses pesticidas.8
,30 

Na atual conjuntura, a medida mais 

plausível seria monitorar os níveis desses compostos nas matrizes as quais estejam inseridos. Só 

assim será possível compreender a dinâmica ambiental, estabelecer relações entre seus níveis e 

efeitos toxicológicos, ou ainda, identificar e controlar as fontes poluidoras.  

 

1.2 Carbamatos 

 

Os pesticidas da classe dos carbamatos (CBM), também conhecidos como uretanos, são 

sais ou ésteres derivados do ácido carbâmico, com substituições dos hidrogênios hidroxílicos e 

amínicos, por diferentes átomos, grupos funcionais ou radicais. Esses agroquímicos foram 

introduzidos no mercado em 1950, após a Segunda Guerra Mundial, e representam, ao lado dos 

organofosforados, o grupo de pesticidas mais utilizados no Brasil.31 CBM impedem a 

degradação da acetilcolina (substância responsável pela comunicação entre as células nervosas), 

suprimindo a transmissão contínua dos impulsos nervosos, que são indispensáveis para as 

funções vitais do organismo.
27,29

 

 Quando utilizados como defensivo agrícola, CBM possuem ação inseticida, nematicida, 

herbicida e fungicida.
14

 Também são utilizados na indústria de medicamentos, principalmente, no 

tratamento do mal de Alzheimer,
32

 ou ainda, na produção de polímeros como poliuretanos.
14

 Em 

geral, são instáveis e voláteis, podendo ser metabolizados por micro-organismos, plantas e 

animais. Sua degradação na água e no solo está relacionada a diversos fatores como umidade, 
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temperatura, pH e luminosidade, e sua decomposição resulta na produção de amônia, dióxido de 

carbono, aminas, álcoois e fenóis.
25 

 

 Simples alterações nos grupamentos substituintes dos CBM podem atribuir propriedades 

sistêmicas e não-sistêmicas para uma dada cultura. No Brasil, há uma grande variedade de 

formulações à base destes pesticidas, que são comercializadas com diferentes apresentações.
33

 

Como exemplos de ingredientes ativos, pode-se citar os n-metilcarbamatos carbaril, carbofurano, 

formetanato, pirimicarbe, propoxur e ziram, cujas estruturas químicas estão contempladas na 

Figura 2. CBM também estão incluídos na lista de poluentes prioritários pela United States 

Environmental Protection Agency, um dos mais importantes órgãos de controle ambiental 

existentes.
14
 Neste ponto, também é importante ressaltar que alguns pesquisadores relataram ter 

encontrado resíduos de pesticidas em alimentos, mesmo após sua proibição, reforçando a 

necessidade de política de fiscalização mais rigorosa.5,12,34
 

 

Figura 2 – Estruturas químicas de diferentes ingredientes ativos do grupo dos n-metilcarbamatos 
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Em 2010, no último monitoramento realizado pela ANVISA, por meio do Programa de 

Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA), para avaliar possíveis resíduos de 

pesticidas presentes em hortaliças, frutas, verduras e legumes comercializados no Brasil, foram 

fornecidas informações preocupantes. Das 2.488 amostras analisadas, apenas 37% delas não 

apresentaram resíduos dos pesticidas avaliados, em 35% detectou-se níveis de resíduos abaixo do 

limite máximo estabelecido (LMR) e 28% foram consideradas insatisfatórias por apresentarem 

resíduos de produtos não autorizados ou autorizados, mas com teores acima do LMR. Das 

diferentes classes de pesticidas em que foram identificados aditivos com situação irregular 

encontram-se, principalmente, os n-metilcarbamatos e ditiocarbamatos, ao lado dos 

organofosforados, piretróides, benzimidazóis, dicarboximidas, clorociclodienos e pirimidinil 

carbinóis. O estudo ainda aponta que o uso indiscriminado e ilegal de um ou mais pesticidas em 

culturas para as quais eles não estão autorizados, apresenta duas principais consequências 

negativas: exposição ocupacional desnecessária ou o aumento da exposição do trabalhador rural e 

o aumento do risco na dieta dos consumidores que ingerem o alimento contaminado, uma 

situação que ainda pode se agravar à medida que os defensivos são encontrados em outros 

produtos consumíveis.
35

 

Na área de Química dos Alimentos, grande ênfase tem sido dada ao etilcarbamato 

(EtCBM), um contaminante capaz de desencadear cânceres em camundongos, ratos e hamsters e 

considerado potencialmente carcinogênico para humanos.
36,37

 Esse composto é naturalmente 

gerado durante processos de fermentação e, por isso, seus resíduos vêm sendo encontrados em 

bebidas alcoólicas como cervejas e vinhos, ou ainda, em vinagres, molhos, queijos, massas e 

iogurtes.
28,38 

Baffa Júnior et al.
37

 avaliaram a presença de EtCBM em diferentes estágios (extrato da 

cana-de-açúcar, fermentação do melaço, obtenção das frações do material destilado e resíduo 

gerado) da produção da cachaça brasileira, utilizando cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (CG-EM). Para isso, o espectrômetro de massas foi operado em modo 

de impacto eletrônico (70 eV), com temperatura do forno e injetor mantidas a 220 ºC e gás hélio 

(5.0) como carreador com fluxo de 1,0 mL min
-1

. A separação cromatográfica foi realizada em 

coluna capilar de sílica fundida com DB-Wax. A análise foi monitorada por reações múltiplas: 

m/z 74 > 44 e m/z 62 > 44 para EtCBM e m/z 64 > 44 para o etilcarbamato-d5 usado como padrão 

interno. O limite de detecção (LD) obtido foi de 15 µg L
-1

. A concentração do analito encontrada 
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nos diferentes extratos variaram de 1,57 a 122 mg L
-1

. Os autores observaram que a qualidade da 

bebida, com relação ao teor de EtCBM, pode ser melhorada separando as frações do destilado, 

sendo que as porções obtidas com menor tempo de destilação possuíam as concentrações mais 

representativas do contaminante.  

Alcarde et al.
39

 investigaram a presença de EtCBM em bebidas alcoólicas mono e 

bidestiladas. Esses autores também utilizaram CG-EM com energia de 70 eV para promover a 

ionização do analito por impacto eletrônico. As demais condições experimentais foram: coluna 

capilar com fase polar; temperatura do injetor e detector de 230 ºC e 220 ºC, respectivamente; gás 

hélio com vazão de 1,2 mL min
-1

; monitoramento do composto pelo fragmento do íon molecular 

62 m/z. O procedimento alcançou LD de 10 µg L
-1

. Os resultados mostraram que extratos 

bidestilados reduzem o percentual deste composto (3%) na composição de bebidas alcoólicas, 

comparado aos monodestilados (30%). Entre os precursores responsáveis pela formação deste 

micropoluente em bebidas estão cianeto de cobre, cianatos, tiocinanatos, ureia, citrulina, 

carbamilfosfato, lactonitrila, isobutiraldeído e cianoidrina. Em todo caso, estudos mais detalhados 

são necessários para elucidar a(s) rota(s) envolvida(s) na formação de EtCBM em bebidas e 

alimentos fermentados.
37

  

Por conta da instabilidade térmica dos carbamatos, Ajtony et al.
40

 avaliaram a presença de 

EtCBM em vinhos húngaros por meio da derivatização do analito com 9-xantidrol em meio 

ácido. O composto formado é o carbamato de etil xantil que apresenta alta estabilidade ( 48 

horas) e propriedades fluorescentes. O processo de separação e de quantificação do analito em 

diferentes bebidas alcoólicas foi realizado por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

nas seguintes condições: coluna em fase reversa C18; fase móvel em gradiente entre acetato de 

sódio (pH 7,2) e acetonitrila, com vazão de 0,8 mL min
-1

; detector de fluorescência, monitorando 

o analito em 238 nm e 300 nm, com tempo de retenção (TR) do analito em torno de 15 minutos. 

Com LD de 3,0 µg L
-1

, os autores identificaram níveis do analito entre 4,9 a 39,9 µg L
-1

 em 33 

diferentes amostras de vinhos húngaros. Todavia, processos de derivatização não são triviais e 

comprometem a praticidade do procedimento analítico.  

O risco associado ao efeito endócrino-disruptor e bioacumulativo de alguns CBM em 

frutas e produtos derivados, vegetais, água e solo também tem sido enfatizado, com destaque para 

o carbaril. Chin-Chen et al.
41

 avaliaram a presença de carbaril e do seu principal metabólito (1-

naftol) em amostras de alface, água e solo, utilizando cromatografia líquida micelar (CLM) com 
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detecção por fluorescência. Para contornar problemas associados ao uso de compostos clorados 

na análise de CBM, visando atribuir maior seletividade ao método, a fase móvel micelar era 

composta do surfactante dodecilsulfato de sódio diluído em propanol (6%, v/v) e tamponada em 

solução de dihidrogenofosfato de sódio pH 3,0. Antes da análise, as amostras de água ou os 

extratos de alface e de solo foram simplesmente filtrados no amostrador automático do 

equipamento, reduzindo as etapas de bancada e o tempo de análise do carbaril. A separação de 

carbaril (TR  8 min) e 1-naftol (TR  12 min) foi realizada em coluna C18, com máximo de 

excitação em 225 nm e 333 nm, respectivamente. Após a otimização dos parâmetros que 

influenciam a sensibilidade e a seletividade do método, foi obtido LD de 5,0 ng mL
-1

 para 

carbaril e LD de 18,0 ng mL
-1

 para 1-naftol. Os valores de porcentagem de recuperação (REC) 

variaram de 98,9 a 101,1%, para contaminações de 100 ng mL
-1

 ou 100 ng g
-1

.  

Chowdhury et al.
42

 também desenvolveram um método seletivo para identificar resíduos 

de dezenove pesticidas por CG-EM, dentre os quais encontram-se os carbamatos carbaril, 

carbofurano, carbossulfano e cartape, em amostras de berinjela, tomate, couve-flor, repolho, 

batata, pepino, cenoura e cebola. A separação foi realizada em coluna de sílica, monitorando três 

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 ºC e gás hélio foi utilizado como carreador com fluxo de 1,5 mL min
-1

. Os valores de LD 

variaram de 1,3×10
-3

 a 4,2×10
-3

 mg kg
-1

, com REC entre 79,0 e 106%, para concentrações de 

0,05 e 0,5 mg kg
-1

. Os autores concluíram que os elevados níveis dos pesticidas encontrados em 

alguns vegetais é consequência do uso indiscriminado desses defensivos, pondo a saúde dos 

agricultores e consumidores em constante risco.  

Prasad et al.
43

 investigaram a presença de sete carbamatos em amostras de grão de bico, 

trigo, lentilha, soja, folhas de feno-grego e maçã. O protocolo analítico utilizava CLAE acoplada 

a detector ultravioleta (235 nm), separação cromatográfica em coluna C8, com fase móvel 

composta de mistura acetonitrila:água (30:70%, v/v) com vazão de 1,0 mL min
-1

. Nessas 

condições, foi possível 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 

etílico (TR = 22,62 min) e tiofanato metílico (TR = 8,17 min). Os autores mostraram que a 

cromatografia líquida é mais eficiente que a gasosa para análise destes compostos por conta da 

baixa volatilidade, alta polaridade e instabilidade térmica dos mesmos. Os valores de LD 
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variaram de 8,00×10
-8

 a 1,16×10
-6

 mg L
-1

, com REC de 81,1 a 98,8%, para concentração de 8,0 

mg g
-1

, ressaltando a alta sensibilidade do método proposto.  

Song et al.
44

 desenvolveram um método para determinar CBM em extratos de maçãs, 

utilizando cartuchos de microextração em fase sólida (MEFS) modificados com nanotubos de 

carbono, a fim de aumentar a capacidade de extração do material adsorvente. A detecção dos 

analitos foi realizada por CLAE com detector de arranjo de diodos, separação feita em coluna 

C18, utilizando fase móvel em modo isocrático e composta de metanol e ácido fosfórico 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 eluídos em até 

40 minutos. O método também demostra alta sensibilidade, onde os valores de LD variaram entre 

0,09 e 6,00 ng g
-1

, com REC de 91,7 a 112,4%, para três níveis de contaminação investigados 

(50, 100 e 150 ng g
-1

). 

Rajski et al.
45

 investigaram a presença de 113 pesticidas em amostras de abacate e 

amêndoas, cujos extratos foram obtidos pelo método QuEChERS ( do inglês Quick, Easy, Cheap, 

Effective, Ruged and Safe) seguido de uma série de estratégias para clean-up das amostras por 

extração em fase sólida (EFS, cartuchos à base de Z-Sep e Z-Sep
+
 – adsorventes à base de ZrO2, 

PSA – amina primária e secundária, C18 e sílica), mini-Luke e extração em acetato de etila. A 

quantificação foi realizada por cromatografia líquida com espectrômetros de massa sequenciais 

(CL-EM-EM). QuEChERS seguido de SPE/Z-Sep foi o método de extração mais satisfatório 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 quantificação (LQ) variaram entre 10 e 50 µg kg
-1

, com REC de 70 a 120%, para 

concentrações de 10 e 50 µg kg
-1

. 

Park et al.
46

 reportaram que, atualmente, o método QuEChERS representa um dos mais 

eficientes métodos de extração de contaminantes em alimentos. Os autores obtiveram êxito na 

extração do micropoluente fenobucarbe presente em 15 diferentes marcas de músculos de carne 

bovina. A quantificação foi realizada por cromatografia líquida associada à espectrometria de 

massas sequenciais com interface de ionização por electrospray (CL-IES-EM-EM) no modo 

positivo, com monitoramento feito por dois fragmentos: quantificação em 99,9 (14) m/z e 

confirmação em 151,9 (8) m/z. A separação do analito foi realizada em coluna C18, mantendo a 
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temperatura do forno em 35 ºC, utilizando fase móvel em gradiente linear entre ácido fórmico 

(0,1%)/acetonitrila e ácido fórmico (0,1%)/água, com vazão de 0,25 mL min
-1

. Nitrogênio foi 

empregado como gás nebulizador e argônio como gás de colisão. O método permitiu quantificar 

fenobucarbe com TR igual a 8,3 min e LD = 1,5 µg kg
-1

. Nenhum resíduo do fenobucarbe foi 

encontrado acima do LQ (5,0 µg kg
-1

). Para contaminações artificiais de 10 e 40 µg kg
-1

, foi 

obtida REC variando entre 83,7 e 93,4%, reforçando a seletividade e exatidão do método. 

Malik e Faubel 

47
 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 µg mL
-1

; REC equivalentes a 97 e 98%, para contaminações de 20 e 60 µg g
-1

, 

respectivamente) e zineb (TR  8,0 min; LD = 0,68 µg mL
-1

; REC equivalentes a 96 e 98%, para 

contaminações de 20 e 60 µg g
-1

, respectivamente) em amostras de trigo com alta precisão, 

rapidez, sensibilidade e seletividade, empregando tampão tetraborato pH 9,0 como eletrólito 

carreador e aplicando voltagem de aproximadamente 25 kV. As espectroscopias na região do 

infravermelho com transformada de Fourier (LD = 0,055 mg g
-1

 de solo),
48

 molecular (LD = 20 

µg L
-1

 de água para ziram e 21 µg L
-1

 de água para zineb) 

49
 e de absorção atômica (LD = 144 µg 

L−1 de água para ziram e 145 µg L
-1

 de água para zineb) 

49
 também foram empregadas na análise 

de ditiocarbamatos, mas com sensibilidade inferior à alcançada por cromatografias líquida e 

gasosa e por eletroforese capilar.  

Apesar do investimento em pesquisas com CBM, o conhecimento acerca da dinâmica, 

toxicologia e alternativas para o monitoramento desses compostos e de seus metabólitos ainda é 

escasso, o que dificulta a adoção de medidas de manejo e de controle das fontes poluidoras.
1-4

 Do 

ponto de vista analítico, uma das principais razões para essa limitação é a dificuldade para 

quantificar esses compostos em matrizes ambientais tão complexas (alimentos, águas 

superficiais, fluidos biológicos, solos, sedimentos, etc.).
1-16

 Portanto, a busca por métodos 

acurados para monitorar pesticidas em amostras ambientais constitui um grande desafio para 

muitos pesquisadores e um importante tópico de estudos na Química Analítica.
3,14,18,50

  

 

1.3 O papel da Eletroquímica em estudos analíticos 

 

A importância de se estudar CBM por via eletroquímica se dá pelo fato de que, para se 

fazer cumprir a legislação vigente e atender à crescente demanda do mercado agropecuário,
51

 os 
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laboratórios de controle e vigilância alimentar empregam, em geral, métodos cromatográficos 

multirresíduos, que contemplam ampla faixa de pesticidas de distintas famílias, embora nem 

sempre tais métodos sejam suficientemente sensíveis para todos os compostos analisados.3,27,50
 

Em adição, os métodos cromatográficos convencionais, mesmo os mais seletivos, costumam 

empregar um grande número de “etapas de bancada”, que tornam o tempo de análise elevado, 

utilizam grandes quantidades de solventes tóxicos e instrumentação financeiramente dispendiosa, 

elevando o custo final das análises e inviabilizando-as para aplicações de rotina.3
,14

 Essas 

informações reforçam a importância de se desenvolver novos métodos, a partir de técnicas mais 

rápidas e com custo acessível, sem perder de vista a sustentabilidade ambiental, um perfil 

analítico com nível de exigência que pode ser enquadrado nas técnicas eletroanalíticas.  

O crescente interesse em estudos analíticos que utilizam técnicas eletroquímicas como 

instrumento de análise é reflexo de suas vantagens frente aos métodos convencionais 

(cromatografia e espectroscopia).
52

53

-,54
 Os procedimentos eletroanalíticos são mais robustos e 

menos susceptíveis a interferentes naturais e antrópicos presentes nas amostras, possibilitando, 

em alguns casos, experimentos in loco.
55

 Em geral, estes métodos são mais adequados para 

análises de rotina pela simplicidade instrumental, custo moderado e portabilidade.
56

 Também 

permitem ensaios com amostras coloridas e/ou com partículas suspensas, evitando possíveis erros 

sistemáticos inerentes a diluição das amostras.
57

58

-59
 A associação entre os resultados obtidos e os 

critérios de diagnósticos de cada técnica fornece informações que vão além da análise trivial dos 

poluentes, a exemplo da aquisição de parâmetros cinéticos, mecanísticos e ocorrência de reações 

paralelas.
60

 De acordo com Gupta et al.,
56

 o estudo do comportamento eletroquímico de 

moléculas bioativas são importantes pela similaridade entre as reações eletroquímicas e 

biológicas, simulando na superfície do eletrodo, as reações que acontecem in vivo. 

Com o avanço de pesquisas envolvendo materiais condutores, uma grande variedade de 

sensores vem sendo desenvolvidos, com características e vantagens distintas, que atribuem maior 

sensibilidade aos procedimentos eletroanalíticos. Estratégias de análise inovadoras foram 

desenvolvidas com diversos transdutores derivados de carbono,
61

62

-
63

64
 mercúrio,

65
66

-
67

68
 ouro,

69
70

-
71

72
 

cobre,
73

74

-
75

76
 platina,

77
78

-
79

80
 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 imobilização de diversos elementos de biorreconhecimento (ácido desoxirribonucleico - 
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DNA, ácido ribonucleico - RNA, proteínas, enzimas, anticorpos, etc.) sobre a superfície dos 

sensores, constituindo os chamados biossensores.
53,69-71,81

 

A evolução das pesquisas em Nanociência também tem contribuído para a construção de 

novos dispositivos à base de materiais nanoestruturados.
61-64,70,82

 Particularmente, transdutores 

constituídos de nanomateriais carbonáceos apresentam excepcionais propriedades de transporte 

elétrico, com destaque para alta condutividade e mobilidade eletrônica. De acordo com Marinho 

et al.,
62

 nanotubos de carbono (estruturas cilíndricas - uma ou múltiplas paredes - compostas por 

folhas de grafeno, com unidades de carbono sp
2
 hexagonais altamente estáveis) e grafeno 

(camada bidimensional de átomos de carbono sp
2 

densamente compactados) são, sem dúvida, 

duas das mais importantes descobertas da nova geração de materiais condutores. A excelente 

resistência mecânica e elevada condutividade elétrica, características marcantes desses 

nanomateriais e dos seus compósitos, possibilitaram uma gama de estratégias para o 

desenvolvimento de sensores que revolucionou a indústria de dispositivos eletrônicos.
53,54,61-64,69

 

Nanopartículas de metais, semimetais, óxidos e compósitos de nanomateriais também 

possuem vasta aplicação na eletroquímica de sensores e biossensores.
53,83

 Dentre as propriedades 

únicas das nanopartículas que justificam a sua utilização na configuração eletródica de diferentes 

dispositivos, destacam-se: versatilidade para modificação, biocompatibilidade para a 

imobilização de biomoléculas, catálise de reações eletroquímica e, principalmente, elevadas 

condutividade elétrica e área superficial.
83,84

 Além disso, a incorporação de nanopartículas em 

membranas ou matrizes poliméricas permite aumentar a condutividade elétrica do compósito em 

várias ordens de grandeza, sem comprometer características importantes da matriz receptora.
62

 

Isso é possível, porque, uma vez presentes na configuração eletródica, esses materiais transmitem 

suas propriedades elétricas da escala nanométrica para o nível macroscópico. Esse conjunto de 

atributos tornam as nanopartículas metálicas versáteis para a construção de novos sensores,
69

 

biossensores,
71

 imunossensores
85

 e genossensores
70

 eletroquímicos. 

 

1.4 Biossensores enzimáticos 

 

Com a ascensão da Química Verde, protocolos analíticos que otimizem ou eliminem 

possíveis resíduos gerados com a análise, ou ainda, baseados em dispositivos portáteis e capazes 

de monitorar poluentes em tempo real, têm se destacado frente aos procedimentos 
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tradicionais.
81,84

 A tecnologia dos biossensores é uma “ferramenta chave” para atender esses 

critérios. Nas últimas três décadas, esses dispositivos ganharam grande destaque em virtude da 

facilidade de preparação, custo acessível, alta precisão e baixo nível de interferentes para o 

sensoriamento de micropoluentes.
84

 Alta sensibilidade, seletividade, especificidade, tempo de 

resposta e de vida útil, reprodutibilidade e exatidão das medidas são os principais parâmetros 

buscados nestes dispositivos.
83,84

 

As medidas são classificadas de acordo como o método de transdução do sinal 

(eletroquímicas, ópticas, térmicas, piezelétricas, etc.) e o elemento de biorreconhecimento.
86

 Os 

biossensores eletroquímicos podem ser amperométricos (potencial é aplicado entre os eletrodos 

de trabalho e de referência, sendo a corrente resultante medida continuamente), potenciométricos 

(medida da densidade de carga na superfície do eletrodo de trabalho em relação ao eletrodo de 

referência), condutimétricos (variação nas medidas de condutância, resultante de produtos da 

reação catalítica) e impedimétricos (medidas das propriedades elétricas resultante dos eventos de 

biorreconhecimento na superfície de trabalho).
86

 

Para os CBM, métodos enzimático-analíticos baseados em técnicas eletroquímicas são 

fortemente encorajados.
87

 Esses dispositivos possuem características especiais para a detecção 

desses poluentes em matrizes complexas por conta de sua alta seletividade e/ou especificidade 

para com o analito, permitindo sua detecção mesmo na presença de outros contaminantes 

antrópicos, excipientes ou interferentes naturais.
81,87

 

 Seletividade e/ou especificidade de biossensores enzimáticos dependem da fonte e da 

técnica de extração do elemento de biorreconhecimento, da matriz receptora e da interação entre 

eles. Há uma grande variedade de enzimas (acetilcolinesterase, lacase, tirosinase, peroxidase, 

uricase, glucose oxidase, lactato oxidase, entre outras) que podem ser selecionadas de acordo 

com as características da molécula-alvo.
86,88

 A mutação genética ou modificação química das 

enzimas também são alternativas inovadoras para aumentar interação, seletividade e 

especificidade entre o elemento de biorreconhecimento e o substrato.
86

 

 Devido a capacidade dos CBM de inibir a atividade da acetilcolinesterase (AChE), esta 

enzima é a mais utilizada no desenvolvimento de biossensores eletroquímicos para a detecção 

destes pesticidas e de uma gama de outros micropoluentes.
86,89,90

 CBM também são tóxicos para 

outras enzimas, a exemplo das polifenoloxidases lacase (LAC) e tirosinase (TIR), embora a 

literatura especializada ainda seja bastante limitada.
88,90

91

-
 

92  
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 Lacases (LAC, E.C. 1.10.3.2, p-benzenodiol: oxigênio oxidoredutase) são glicoproteínas 

diméricas ou tetraméricas pertencentes ao grupo das oxidases azuis.
81,88

 Essas enzimas podem ser 

extraídas de plantas superiores, fungos e bactérias e são consideradas excelentes biocatalisadores 

para a oxidação de derivados de polifenóis, anilinas e tióis.
81,88,92

 A fonte de extração da enzima 

influencia fortemente a eficiência catalítica, o mecanismo de indução a oxidação, grau de 

polimorfismo, propriedades cinéticas e físico-químicas. Em geral, LAC possui quatro átomos de 

cobre que catalisam a redução de oxigênio molecular a água, sem a produção de peróxido de 

hidrogênio, paralelo à abstração de um elétron de um dado substrato/eletrófilo. Os átomos de 

cobre estão distribuídos em diferentes sítios de ligação na estrutura enzimática e são classificados 

em três tipos, de acordo com as características espectroscópicas e funcionais: Tipo 1 

mononuclear ou azul, Tipo 2 mononuclear ou normal e Tipo 3 binuclear com propriedades 

antiferromagnéticas.
88

 Na verdade, os sítios Tipo 2 e 3 atuam como um aglomerado trinuclear 

composto por um sítio Tipo 2 e dois sítios Tipo 3. Com base no potencial de eletrodo padrão do 

sítio T1, as cobre-oxidases são classificadas em enzimas de potencial alto, médio ou baixo. LAC 

consegue oxidar somente substratos com potencial de ionização menores ou levemente maiores 

que o potencial redox do átomo de cobre do sítio T1.
93

 Assume-se que o sítio T1 de LAC recebe 

os elétrons do substrato, gerando um cátio-radical ou cátion intermediário, e os transfere para os 

três átomos de cobre do aglomerado T2/T3, onde o oxigênio molecular é reduzido água.
88,90,93

 

Assim, os sítios T1 determinam a eficiência da catálise da oxidação dos substratos, onde LAC 

com alto potencial redox no sítio T1 são as mais promissoras para aplicações biotecnológicas.
93

 

 Tirosinases (TIR, E.C. 1.14.18.1, monofenol monoxigenase) são enzimas tetraméricas, 

com dois sítios ativos por molécula, sendo cada um desses sítios formados por dois átomos de 

cobre coordenados com histidinas.
88,91

 Elas são amplamente distribuídas por toda a escala 

filogenética (de bactérias a mamíferos), podendo apresentar diferentes características cinéticas e 

termodinâmicas de acordo com a fonte de extração, mesmo que seja de um mesmo organismo, 

como normalmente acontece nas folhas e raízes de plantas superiores.
91

 TIR possui atividade 

hidroxilase (monofenolase) para monofenóis e oxidase (difenolase) para o-difenóis. 

Concomitantemente ao processo de oxidação do derivado fenólico, a enzima é oxidada de volta à 

sua forma nativa pelo oxigênio molecular, sendo que o forte poder oxidante do oxigênio torna a 

reação global irreversível.
94

 A catálise da oxidação de compostos fenólicos está relacionada ao 

estado de oxidação dos íons cobre, podendo ser do tipo met [TIRmet(Cu2
4+

)], deoxi 
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[TIRdeoxi(Cu2
2+

)] e oxi [TIRoxi(Cu2
4+

...O2
2-

)].
88,94

 Em preparações recentes de TIR, a forma 

TIRmet(Cu2
4+

), um estado monofenolase inativo, é predominante, enquanto a forma 

TIRoxi(Cu2
4+

...O2
2-

 ), estado monofenolase ativo, existe apenas em pequenas proporções, 

justificando o valor reduzido da velocidade inicial de reação de oxidação.
94

 

Existem várias estratégias para a imobilização destas enzimas sobre o sensor, com 

destaque para cross-linking com reagentes multifuncionais (por exemplo, glutaraldeído e 

compostos similares), adsorção direta sobre filmes condutores, ligação covalente em superfícies 

previamente modificadas, entrapment da enzima em matriz sol-gel ou em micela reversa, 

eletrodeposição em matriz polimérica e drop coating.
87-88

 Acredita-se que o processo de 

imobilização atrelado à conservação da atividade enzimática é a etapa mais crítica no 

desenvolvimento de biossensores enzimáticos, podendo comprometer a viabilidade e a vida útil 

do dispositivo.
81,86,89

 Em geral, métodos de imobilização química (por exemplo, formação de 

ligações covalentes) tendem a reduzir a atividade das enzimas por afetarem sua estrutura natural. 

Em contraste, permitem uma imobilização mais eficiente e atribuem maior estabilidade ao 

dispositivo. Métodos físicos (por exemplo, entrapment e drop coating), normalmente, não afetam 

a natureza das enzimas, mas conferem menor aderência do bioelemento à superfície de trabalho.
88

 

Eletrodos compósitos à base de nanomateriais carbonáceos (nanotubos de carbono e 

grafeno) estão entre os transdutores mais usados para converter processos de biorreconhecimento 

em um sinal eletroanalítico mensurável.
63,81

 Esses materiais possuem alta versatilidade para 

modificações químicas e biológicas que, somando-se às suas excelentes propriedades elétricas, 

catalisam os processos redox dos analitos e reduzem problemas associados à passivação e à 

contaminação da superfície de trabalho.
63,81,88

 No entanto, para aumentar a estabilidade, vida útil 

dos biossensores enzimáticos, estratégias de imobilização direta e indireta e fixação do 

bioelemento ativo devem ser mais investigadas, a fim de desenvolver dispositivos com melhor 

custo-benefício.
63,95

 Esse aspecto é um dos maiores desafios para a comercialização destes 

dispositivos.
86 
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2. ESTADO DA ARTE 

 

Em geral, CBM sofrem processos de oxidação em potencial elevados (1,25 V a 1,45 

V).
81,96

 Apesar da determinação direta oferecer melhor custo-benefício, dependendo da superfície 

e do pH de trabalho, o processo redox destes pesticidas pode vir acompanhado de 

desprendimento de oxigênio, que afeta negativamente a relação sinal/ruído e compromete a 

sensibilidade do método. Intervalos de potencial elevados também tornam a medida mais 

susceptível a interferentes e prejudicam a seletividade do método. Por conta disso, a derivatização 

de CBM por hidrólise alcalina, para convertê-los em seus respectivos derivados fenólicos, 

também tem sido utilizada como alternativa para a eletroanálise desses micropoluentes.
96 

Apesar 

da derivatização apresentar vantagens frente ao método direto (reduzido desprendimento de 

oxigênio por se determinar os produtos da hidrólise em potenciais menos positivos), a oxidação 

de compostos fenólicos acarreta a formação de produtos poliméricos que passivam a superfície 

do eletrodo, afetando a repetibilidade das medidas e a precisão do método proposto.
88,96 

Nesse contexto, Rao et al.
96

 estudaram a eficiência do eletrodo de diamante dopado com 

boro (EDDB) na oxidação direta e detecção dos CBM carbaril, carbofurano, bendiocarbe e 2-

benzimidazolcarbamato de metila, antes (1,45 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat) e após (0,90 V vs. 

Ag/AgCl/Cl
-
sat) o processo de hidrólise alcalina. Dados obtidos por voltametria cíclica (VC), em 

meio de solução mista de NaClO4 (0,10 mol L
-1

), NaOH (0,02 mol L
-1

) e ácido acético glacial 

(99,9%) a pH 3,2, indicaram que a derivatização desses compostos permite aumento na 

sensibilidade em relação ao método direto, com valores de LD variando entre 0,6 e 1,0 ng mL
-1

. 

A sensibilidade alcançada com o EDDB, sem o processo de derivatização, foi similar à obtida por 

técnicas convencionais como CLAE e imunoensaio enzimático (ELISA), mas após a hidrólise 

torna-se consideravelmente superior. Os autores ainda mostraram que produtos da hidrólise dos 

CBM passivam a superfície do EDDB, comprometendo a sensibilidade do dispositivo. Todavia, 

esse problema pôde ser superado pelo tratamento anódico da superfície (aplicação de 3,0 V por 

30 minutos), garantindo a estabilidade do dispositivo e reprodutibilidade das medidas. 

Wei et al.
97

 também utilizaram o processo de oxidação do carbofurano sobre eletrodos de 

carbono impressos (SPCE, do inglês screen-printed carbon electrode) para quantificá-lo em 

amostras artificialmente contaminadas de água, solo e vegetais. A determinação foi realizada de 

forma indireta, com base na hidrólise deste pesticida (0,20 V vs. ECS), obtida por aquecimento a 
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70º C, em meio de tampão borato pH 10,0. Com a otimização dos parâmetros experimentais e 

utilizando voltametria de pulso diferencial (VPD), foi obtido LD de 5,0×10
-8

 mol L
-1

 e valores de 

REC variando entre 87,0 e 98,2%, para contaminações de 10×10
-6

 e 20×10
-6

 mol L
-1

. No entanto, 

alguns autores concluíram que a instabilidade térmica é um fator que deve ser bem avaliado ou 

evitado em trabalhos com CBM.
43,45 

O processo de redução de CBM também tem sido utilizado como alvo em estudos 

eletroanalíticos. No entanto, o caráter adsortivo das moléculas e, em alguns casos, os elevados 

potenciais negativos restringem as pesquisas a um número reduzido de superfícies de trabalho, 

com destaque para eletrodos de mercúrio.
98

 

-
99

100
 Qiu e Ni  

98
 determinaram ziram em tomate, 

repolho e batata, utilizando eletrodo de gota pendente de mercúrio (HMDE, do inglês hanging 

mercury drop electrode) como sensor de trabalho. Os autores estudaram diferentes técnicas 

eletroanalíticas a fim de atribuir maior sensibilidade ao método e observaram que a intensidade 

do processo redox do ziram ( 1,25 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat) obtido por voltametria de onda 

quadrada (VOQ), em meio de tampão 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 µg mL
-1

) 

obtido com o método permitiu REC variando entre 93,0 e 98,0%, para contaminações de 0,04 µg 

mL
-1

. Considerando que ziram possui íons Zn
2+

 na sua estrutura, o estudo de interferentes 

contemplou os cátions Cu
2+

, Ag
+
, Fe

2+
, Cu

2+
 e Hg

2+
, em uma concentração dez vezes maior que a 

do analito. Todavia, como o método de extração foi baseado em um processo de partição 

líquido/líquido em meio de acetona, a migração dessas espécies para a célula eletroquímica foi 

minimizada e o efeito matriz negligenciado.  

Rajasekhar reddy et al.
99

 desenvolveram um método para determinar metiocarbe em 

amostras de solo e água, empregando HMDE e voltametria adsortiva de pulso diferencial. As 

condições experimentais e voltamétricas otimizadas foram: tampão BR pH 4,0, amplitude dos 

pulsos de potencial (a) de 25 mV, aplicando -0,35 V por 60 s. Nessas condições, o processo de 

redução do analito foi registrado em 0,43 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat, obtendo-se valores de LD de 

1,80×10
-8

 mol L
-1

 e REC de 97,5-100,0% em amostras de água e de 93,0-99,6 % em amostras de 

solo, para contaminações de 0,5 a 6,0 µg mL
-1

. Os autores também afirmaram que o 

procedimento em questão pode ser uma alternativa à análise cromatográfica, utilizada como 

padrão para o monitoramento de metiocarbe, em termos de custo e de tempo de análise. 
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 Pushpalatha et al.
100

 utilizaram o eletrodo gotejante de mercúrio (DME, do inglês 

dropping mercury electrode) para detectar um dos principais metabólitos da oxidação do 

aldicarbe, conhecido como aldicarbe-sulfona. A quantificação foi realizada por VPD, em meio de 

tampão BR pH 2,0; a de 50 mV e intervalos de 2 s entre cada nova gota de mercúrio. Nessas 

condições e utilizando o processo de redução do analito em 1,10 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat, foram 

calculados LD de 1,80×10
-8

 mol L
-1

 e REC de 98,97-99,21 % em formulações agroquímicas 

comerciais, de 98,20-99,40% em solos e de 97,25-99,00% em águas naturais, para concentrações 

de aldicarbe-sulfona da ordem de 0,5 a 2,0 mg mL
-1

. Os autores ainda destacaram que as medidas 

foram realizadas com baixa interferência de excipientes e sem a necessidade de grande número 

de etapas para o preparo das amostras.  

 Hitchman e Ramanathan  

101
 quantificaram bendiocarbe em solos utilizando polarografia 

de puso diferencial. O processo de redução do analito sobre DME foi observado em -0,94 V vs. 

Ag/AgCl/Cl
-
sat. Para a aplicação do procedimento (tampão acetato pH 5,0; a de 60 mV e 

velocidade (v) de 5 mV s
-1

), as amostras de solo foram previamente tratadas por um processo de 

extração sólido/líquido (refluxo do solvente a frio) em meio de diclorometano por trinta minutos. 

Os autores não apresentaram o valor de LD, mas afirmaram ter dificuldades em detectar o 

composto em concentração menor que 10 mg L
-1

, sendo esta uma das principais limitações do 

método. Para contaminações de 1,0% (m/m), o percentual de recuperação do método de extração 

variou de 42,7 a 80,8%. A separação por cromatografia líquida também foi avaliada, mas sem 

êxito por conta da instabilidade do analito. Os autores propuseram que a derivatização do 

bendiocarbe por nitração poderia ser uma alternativa para aumentar a sensibilidade do método, 

mas reconheceram a necessidade de estudos posteriores para a validação da metodologia. 

 Em função do efeito toxicológico do mercúrio e da quantidade de resíduos gerados, novos 

sensores passaram a ser investigados a fim de se desenvolver procedimentos eletroanalíticos mais 

limpos, sem perder de vista a sensibilidade singular dos transdutores à base desse metal.
96

 Nesse 

contexto, Swarupa et al.
102

 utilizaram eletrodo de carbono vítreo (GCE, do inglês glassy carbon 

electrode) modificado com filme de polianilina (PANI, polímero condutor que apresenta boa 

adesão sobre diferentes superfícies eletródicas, alta estabilidade e condutividade elétrica) para 

determinar traços do ditiocarbamato mancozeb em leite bovino e em sangue humano. A 

quantificação foi realizada por DPV, com base no processo de redução do analito (-0,43 V vs. 

ECS) em meio de tampão acetato pH 4,5. A sensibilidade obtida, com base no LD = 2,60×10
-8

 



45 

 

mol L
-1

, permitiu a aplicação 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 

contaminações de 4,0×10
-6

 mol L
-1

 a 8,0×10
-6

 mol L
-1

. Apesar da toxicidade atribuída à PANI, a 

simplicidade de preparo e o custo acessível fazem dos eletrodos modificados com este polímero 

ferramentas promissoras para a análise de ditiocarbamatos em amostras ambientais.  

 Moraes et al.
103

 também avaliaram as potencialidades dos eletrodos modificados (EM) na 

determinação de carbaril em águas naturais. Nesse caso, o sensor de trabalho era constituído por 

GCE modificado por nanotubos de carbono com paredes múltiplas (MWCNT, do inglês Multi-

Walled Carbon Nanotubes) e ftalocianina de cobalto (Ft-Co). A determinação foi realizada por 

VOQ em meio de tampão acetato pH 4,0, utilizando o processo de oxidação do analito registrado 

em 0,80 V vs. ECS. Com a otimização dos parâmetros da VOQ, ou seja, frequência de aplicação 

de pulsos de potencial (f) de 20 s
-1

, a de 100 mV e incremento de potencial (∆Es) de 2 mV, foi 

calculado LD igual a 5,46×10
-9

 mol L
-1

, permitindo a quantificação de carbaril em águas naturais, 

sem qualquer etapa de extração, clean-up ou derivatização do analito. Para contaminações de 

1,66×10
-6

 mol L
-1

, os valores de REC variaram de 91,9 a 97,6%. Os ensaios também não foram 

afetados pela presença de matéria orgânica, possibilitando a análise de carbaril em águas naturais 

de forma direta e em tempo real. 

 Diante do exposto, biossensores possuem maior caráter seletivo e/ou específico e são mais 

adequados para a análise destes compostos, particularmente, biossensores enzimáticos.
27

 Há uma 

série de trabalhos de revisão constatando que a AChE é enzima mais utilizada no 

biossensoriamente CBM, além de diversos outros contaminantes.
27,53,64,72,84,86,89-92,95

 

Eletrodos compósitos de carbono estão entre os suportes eletródicos mais empregados 

para a imobilização AChE, por conta da versatilidade para modificação, biocompatibilidade e 

condutividade elétrica adequada como transdutor.
64,88,90,95

 Caetano e Machado 

104
 desenvolveram 

biossensor amperométrico para determinação de carbaril em amostras de tomate in natura, sem 

qualquer tratamento prévio. O biossensor era constituído da enzima AChE dispersa em material 

compósito contendo pó de grafite e Nujol
®

 70:30% (m/m), Ft-Co e glutaraldeído para cross-

linking. Os experimentos foram empregaram VOQ (f de 50 s
-1

, a de 50 mV e ∆Es de 2 mV) em 

meio de tampão fosfato (PBS) pH 7,4, aplicando 0,1 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat para promover a 

oxidação do substrato acetiltiocolina (ATCh), em um tempo de incubação de oito minutos. Como 

valor de LD = 4,0×10
-4

 g L
-1

, os autores conseguiram quantificar carbaril inserindo o biossensor 
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diretamente na polpa do tomate, resultando em REC de 92,4% (5,0×10
-5

 mol L
-1

) e 99,0% 

(6,0×10
-6

 mol L
-1

). Esses valores de recuperação foram superiores aos encontrados por CLAE 

(REC variando entre 78,3 e 84,8%), embora o LD (3,2×10
-6

 g L
-1

) do método cromatográfico seja 

duas ordens de grandeza menor. 

Zamfir et al.
105

 também utilizaram biossensor à base de AChE para quantificar 

neostigmina e eserina, dois importantes CBM com ação terapêutica. Nesse caso, a enzima foi 

imobilizada por drop coating na superfície de eletrodos de pasta de carbono. Os sensores foram 

construídos pelo método sol-gel, empregando um líquido iônico composto por tetratiofulvaleno e 

tetracianoquinodimetano. Os experimentos cronoamperométricos foram realizados aplicando 0,4 

V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat por um período de 10 s para oxidar ATCh em PBS pH 8,0. Segundo os 

autores, a sensibilidade do método obtida para neostigmina (LD = 3,0×10
-10

 mol L
-1

) e eserina 

(LD = 2,60×10
-11

 mol L
-1

) é a maior apresentada na literatura até o presente momento. Tendo em 

vista o risco associado à presença de inibidores da AChE no ambiente, o procedimento foi 

utilizado para quantificar traços (1,0×10
-7

 a 1,0×10
-8

 mol L
-1

) de neostigmina (REC variando 

entre 78,0 e 103,2%) e eserina (REC variando entre 85,8 e 114,4%) em águas naturais. 

Martorell et al.
106

 construíram biossensores enzimáticos utilizando eletrodos 

biocompósitos contendo 18% de pó de grafite, 71% de resina epóxi não condutora, 9% do 

mediador redox 7,7,8,8-tetraciaboquinodimetano (TCNQ) e 2% da enzima AChE ou 

butirilcolinesterase (BChE) imobilizada em partículas de sílica funcionalizadas com grupamentos 

amina. A eficiência desses dispositivos na determinação de CBM e organofosforados foi avaliada 

por VC (velocidade de varredura não informada) em solução equimolar de cloreto de potássio e 

fosfato de sódio pH 7,0, aplicando 0,7 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat para oxidar ATCh ou butiriltiocolina 

(BTCh) como substratos. O biossensor à base de AChE mostrou sensibilidade adequada para 

carbofurano (LD = 2,2 µg L
-1

), carbaril (LD = 2,0 µg L
-1

) e paraoxon (LD = 27,5 µg L
-1

), 

enquanto o biossensor à base de BChE foi sensível para carbofurano (LD = 22,1 µg L
-1

), 

paraoxon (LD = 2,8 µg L
-1

) e clorfenvifós (LD = 3,6 µg L
-1

). Embora esses dispositivos 

apresentem respostas estáveis e reprodutíveis, estas variáveis podem ser influenciadas pela 

depleção do biocompósito, pela renovação da superfície de trabalho a cada polimento. 

 Ciucu et al.
107

 trabalharam com sistema bi-enzimático para determinar aldicarbe, 

carbofurano e os organofosforados paraoxon e monocrotofós. 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 imobilização das enzimas AChE e colina oxidase (ChO) foi 

realizada em uma membrana de diálise, por meio da interação entre os grupos Cl
-
 da membrana 

funcionalizada com os grupo NH2 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 quantificação dos pesticidas. O substrato acetilcolina (ACh) se 

hidrolisa em colina que, por sua vez, se oxida paralelamente à conversão de O2 a H2O2 (0,35 V 

vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat). O procedimento amperométrico permitiu a obtenção de valores de LD da 

ordem de 1,0×10
-6

 a 1,0×10
-8

 mol L
-1

. Além das potencialidades do dispositivo para a análise 

destes pesticidas em amostras ambientais, outra importante vantagem do método foi a eficiência 

de imobilização enzimática, uma vez que, mantendo as membranas armazenadas a 4 ºC, a 

atividade de AChE e ChO sofreu redução de apenas 2,0% em um período de seis meses. 

 Outro sensor derivado de carbono utilizado na configuração eletródica de biossensores é o 

GCE. Estudos revelaram que a modificação dessa superfície com materiais nanoestruturados 

proporciona importantes melhorias em suas propriedades eletrônicas.
61-64,83-86,90,95

 Liu et al.
87

 

modificaram GCE com material compósito (grafeno reduzido, nanopartículas de ouro e ácido 3-

carboxi-fenilborônico) para desenvolver um biossensor enzimático à base de AChE capaz de 

quantificar CBM e organofosforados. O dispositivo foi construído em quatro camadas, 

imobilizadas por drop coating: (i) grafeno reduzido disperso em matriz de quitosana, (ii) 

suspensão coloidal de nanopartículas de ouro, (iii) solução do ácido 3-carboxi-fenilborônico e 

(iv) solução da enzima AChE. A metodologia cronoamperométrica foi desenvolvida pela 

aplicação de 0,7 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat 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), 

clorpirifós (0,1 ppb) e malation (0,5 ppb) indicaram que este dispositivo pode ser utilizado para 

quantificá-los em matrizes ambientais complexas. Os autores também constataram alta 

estabilidade do dispositivo (redução de 10% da resposta inicial para um período de trinta dias), 

que foi atribuída à provável esterificação entre os grupos do ácido borônico e as glicoproteínas da 

enzima. 

 Xue et al.
108

 propuseram estratégia inovadora para imobilizar AChE sobre GCE por 

adsorção não-covalente. GCE foi modificado com MWCNT, seguido de camada à base de 

fibroína de seda (polímero natural, extraído do casulo do bicho da seda, com alta resistência 

mecânica, estabilidade térmica e biocompatibilidade) e posterior imobilização enzimática. 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 incubação de dez minutos. O aumento de 

concentração de carbamatos e de organofosforados apresentaram uma dependência logarítmica 

frente à inibição da AChE. Os valores de LD obtidos para a quantificação de carbaril (6,0×10
-8

 

mol L
-1

) e paration (5,0×10
-7

 mol L
-1

) permitiram a determinação de traços desses compostos. Os 

valores de REC em amostras de alface e de repolho variaram entre 97,6 e 101,3% para 

contaminações de 3,80×10
-5

 mol L
-1

. Após quatro semanas de armazenagem, o biossensor ainda 

exibia 80% do valor inicial da resposta de corrente, sugerindo que a matriz de fibroína é um 

microambiente biocompatível para preservar a atividade biológica da AChE. 

 Cesarino et al.
109

 desenvolveram método cronoamperométrico para determinar traços de 

carbaril e metomil em frutas e vegetais. A configuração eletródica do biossensor constava de 

GCE modificado com camada híbrida composta por estruturas core-shell de MWCNT (core) 

recobertos por camada compacta de PANI (shell). Após eletropolimerização do filme (varreduras 

entre -0,2 e 0,8 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat a 50 mV s

-1
), AChE foi imobilizada sobre eletrodo 

modificado por drop coating. O procedimento cronoamaperométrico utilizou ACh como 

substrato, aplicando 0,3 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat para promover oxidação em meio de PBS pH 7,0, 

com tempo de incubação de 10 minutos. A sensibilidade obtida com o dispositivo na 

determinação de carbaril (LD = 1,4×10
-6

 mol L
-1

) e metomil (LD = 9,5×10
-7

 mol L
-1

) atendeu aos 

limites máximos exigidos pela ANVISA para resíduos deste composto em produtos hortifrúti. 

REC obtidas para amostras de maçã, artificialmente contaminadas com carbaril (9,9 - 29,7 µmol 

L
-1

), variaram entre 97,3 e 103,4%. O dispositivo também foi utilizado para quantificar traços 

(4,9 - 14,7 µmol L
-1

) de metomil presentes em amostras de repolho e de brócolis. Os valores 

encontrados foram comparáveis aos obtidos por CLAE. O dispositivo foi construído sem a 

necessidade de qualquer mediador redox ou reagente para cross-linking, o que representa 

importante avanço no desenvolvimento de biossensores. 

 Sun et al.
110

 modificaram a superfície do GCE com camada híbrida de MWCNT e grafeno 

dispersos em cloreto de poli(dialildimetilamônio)  polieletrólito catiônico solúvel em água que 

auxilia na dispersão das nanoestruturas de carbono em água e na formação de filmes compósitos 

finos sobre superfícies eletródicas  com posterior imobilização 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 incubação de doze minutos. 
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Nessas condições, foi possível quantificar carbaril (LD = 0,13 ng mL) em repolho (REC = 93,1-

97,1%), crisântemo (REC = 92,3-105%), alho francês (REC = 106-107%) e pak-choi/repolho 

chinês (REC = 95,3-106%) em níveis de concentração variando entre 10,0 e 100 ng mL
-1

, com 

elevada precisão dos resultados. A intensidade do sinal reduziu para 87% da resposta inicial em 

um período de 30 dias, indicando adequada estabilidade para o biossensor enzimático.  

 O crescente interesse por sistemas miniaturizados e com possibilidade para aplicação in 

loco, tem atraído a atenção de alguns pesquisadores para o desenvolvimento de bio-dispositivos a 

partir de eletrodos impressos.
111,112 

Hildebrandt et al.
111

 apresentaram um protótipo de biossensor 

enzimático portátil para detectar CBM e organofosforados em alimentos e águas naturais. Os 

dispositivos foram construídos pela imobilização de AChE sobre eletrodos de grafite impresso 

com auxílio de álcool polivinílico com propriedades fotopoliméricas. As medidas foram 

realizadas por amperometria com base na oxidação da ATCh, aplicando 0,1 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat 

e utilizando tempo de incubação de vinte minutos, em solução equimolar de fosfato de sódio e 

cloreto de potássio pH 8,0. O procedimento permitiu a detecção de carbofurano, carbendazim, 

metomil, clorpirifós, clorfenvifós, pirimifós metílico e malation com valores de LD variando 

entre 0,5 e 2,0 µg L
-1

. As medidas eletroquímicas foram comparáveis às obtidas por CLAE para 

quantificar resíduos dos pesticidas, da ordem de µg L
-1

, em águas naturais, chás, sucos de laranja, 

leite e champanhe.  

 Valdés-Ramírez et al.
112

 trabalharam com três diferentes biossensores enzimáticos para 

quantificar carbofurano, carbaril, metil-paraoxon e diclorvós. Um dos dispositivos foi construído 

com AChE extraída de enguias elétricas e os demais com AChE geneticamente modificadas (B1 

e B394) e extraídas de moscas da espécie Drosophila melanogaster. As enzimas foram 

imobilizadas por entrapment em fotopolímero contendo unidades de azida. Os experimentos 

foram realizados em PBS pH 7,0, na presença de 5,0% de acetonitrila a fim de manter a 

integridade da enzima, utilizando ATCh como substrato e tempo de incubação de dez minutos. 

Os valores de LD variaram de acordo com o elemento de biorreconhecimento utilizado, ou seja, 

AChE (3,8×10
-8

 - 1,6×10
-7

 mol L
-1

), AChE-B1 (4,5×10
-9

 - 1,6×10
-7

 mol L
-1

) e AChE-B394 

(9,6×10
-11

 - 1,7×10
-7

 mol L
-1

). Em outras palavras, os dispositivos contendo as enzimas 

geneticamente modificadas são mais sensíveis para a análise dos CBM e organofosforados em 

questão. O biossensor à base de AChE-B1 foi utilizado na quantificação de carbaril (4,2×10
-7

 mol 
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L
-1

) e carbofurano (5,1×10
-8

 mol L
-1

) e o de AChE-B394 para quantificar metil-paraoxon 

(1,6×10
-8

 mol L
-1

) e diclorvós (2,3×10
-9

 mol L
-1

) em maçãs contaminadas pela atividade agrícola.  

 Bucur et al.
113

 também trabalharam com biodispositivos à base de AChE de Drosophila 

melanogaster e diferentes mutantes (E69W, I161V e Y370A) para determinar resíduos de CBM 

em água potável. Eletrodos impressos com pasta de grafite contendo TCNQ como mediador 

redox foram utilizados como base eletródica para a imobilização da enzima e dos mutantes. Os 

ensaios eletroquímicos foram realizados por amperometria, aplicando 0,1 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat  

para promover a oxidação da ATCh, em meio de PBS pH 7,0, para um tempo de incubação de 20 

minutos. Todos os biossensores apresentaram desempenho analítico adequado para a 

determinação dos CBM, mas a maior sensibilidade para carbaril (LD = 1,0×10
-8

 mol L
-1

) foi 

observada em Y370A, para carbofurano em I161V (LD = 8,0×10
-10

 mol L
-1

) e para pirimicarbe 

(LD = 2,0×10
-8

 mol L
-1

) em E69W. A aplicação do procedimento em águas naturais resultou em 

REC variando entre 87 e 112%, para contaminações de 5,0×10
-8

 de carbaril, 5,0×10
-9

 mol L
-1

 de 

carbofurano e 1,0×10
-7

 mol L
-1 

de pirimicarbe. Os autores ainda reforçaram que o êxito na 

aplicação destes dispositivos ainda pode ser melhorado pela introdução de múltiplas 

modificações na estrutura da mesma proteína. 

 A tecnologia das camadas automontadas (SAM, do inglês Self-Assembled Monolayers) 

também têm apresentado importante papel na configuração de biossensores, no que diz respeito à 

eficiência na imobilização do bioelemento e estabilidade do dispositivo.
114

 Pedrosa et al.
115

 

desenvolveram biossensor amperométrico para carbaril e paration, a partir de AChE imobilizada 

sobre eletrodo de ouro modificado com SAM de ácido 3-mercaptopropiônico. Os ensaios 

eletroquímicos foram realizados por VC a 50 mV s
-1

, em meio de PBS pH 7,2, aplicando 0,28 V 

vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat para promover a oxidação da ATCh. Os valores de LD obtidos para a aplicação 

do método em águas naturais variaram entre 9,0 e 10,3 µg L
-1

, com REC entre 94-96% em águas 

de naturais e entre 92-101% em frutas como tomate, maçã e laranja, para contaminações de 

6,0×10
-6

 e 5,0×10
-5

 mol L
-1

. Os autores também destacaram que o mesmo protocolo utilizado na 

imobilização enzimática pode ser estendido a outras moléculas biológicas como anticorpos, 

antígenos, DNA, etc., para o biossensoriamento de micropoluentes. 

 Cancino et al.
116

 imobilizaram AChE sobre eletrodo de ouro modificado com SAM mista 

composta de ácido 11-mercaptoundecanóico e 2-mercaptoetanol. A mistura desses alcanotióis 

apresenta uma série de vantagens que superam as apresentadas por dispositivos construídos com 
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apenas uma dessas substâncias: facilidade para formação de filmes finos, boa aderência, alta 

permeabilidade, biocompatibilidade, resistência mecânica, susceptibilidade para modificações 

químicas e transferência de carga facilitada. O biossensor em questão permitiu a oxidação de 

ATCh em 0,31 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat, sem a necessidade de qualquer mediador redox. Os ensaios 

cronoamperométricos em meio de PBS pH 6,5 foram realizados para um tempo de incubação de 

10 minutos. Nessas condições, calculou-se LD = 3,5×10
-10

 mol L
-1

 para a determinação 

eletroanalítica de carbaril em eletrólito de suporte, sugerindo a potencial aplicação deste 

procedimento em amostras complexas. Quanto à 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 

imobilização e conservação da atividade enzimática. 

 Kim et al.
117

 estudaram o efeito da imobilização da AChE na construção de um biossensor 

piezelétrico. Para a imobilização da enzima, foram avaliadas duas estratégias: (i) cross-linking 

com um reagente heterobifuncional, hexanoato de sulfo-succinimidil-6-[3-(2-piridilditio) 

propionamida] e (ii) quimisorção por acoplamento entre grupos amínicos das enzimas e 

carboxílicos de SAMs do ácido de 3-mercaptopropiônico. A sensibilidade dos dispositivos foi 

avaliada por ensaios de ganho de massa em microbalança eletroquímica de cristal de quartzo em 

meio de PBS pH 8,0, utilizando ACh como substrato e tempo de incubação de cinco minutos (o 

potencial aplicado não foi informado). A imobilização da AChE com o composto 

heterobifuncional foi mais eficiente e o biossensor resultante apresentou maior sensibilidade para 

a análise de carbofurano (LD = 1,30×10
-9

 mol L
-1

) e do organofosforado EPN (LD = 1,55×10
-8

 

mol L
-1

). Também foi constatada elevada precisão das medidas, com baixa dispersão dos 

resultados, sugerindo que este procedimento pode ser estendido para a análise destes pesticidas 

em amostras reais. 

 Biossensores à base de polifenoloxidases também têm potencial na análise de CBM, 

embora o número de publicações ainda seja restrito.
71,81,88,90,91,108

 Com exceção de trabalhos 

recentes publicados no GELCORR,
81,118

 também se encontra as contribuições de Campanella et 

al.
119

 que avaliaram alternativas para analisar CBM (aldicarbe e carbaril) e organofosforados 

(paraoxon, malation e etilparation) em fase orgânica. Para isso, os autores construíram um 

biossensor enzimático, imobilizando TIR sobre um transdutor amperométrico de oxigênio 

(eletrodo tipo Clark), com o auxílio de géis de kappa-carragena (polissacarídeos sulfatados 
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contendo 25-30% de éster sulfato e 28-35% de 3,6-anidrogalactose). Um biossensor bi-

enzimático (BChE e ChO) também foi construído de forma similar, a fim de comparar a 

sensibilidade do biossensor mono-enzimático na determinação dos pesticidas. As medidas foram 

realizadas em água saturada com clorofórmio (biossensor mono-enzimático) ou em mistura 

clorofórmio/hexano (1:1, v/v, biossensor bi-enzimático), utilizando fenol como substrato. 

Independente da classe de pesticidas estudada (carbamatos e organofosforados), a sensibilidade 

(LD = 5,0×10
-9

 mol L
-1

) e o tempo de análise (tempo de resposta + tempo de incubação variando 

entre 15 e 22 minutos) observados para o biossensor à base de TIR foi mais adequado para fins 

analíticos. Assim, este dispositivo foi empregado para quantificar carbaril (REC de 88-99%) e 

paraoxon (REC de 75-90%) separadamente ou como mistura binária carbaril/paraoxon (REC de 

65-94%) em águas naturais, com elevada precisão nas medidas.  

 O trabalho desenvolvido por De Albuquerque e Ferreira  

120
 apresenta o desenvolvimento 

de biossensor enzimático utilizando eletrodos de grafite impressos, modificados com Ft-Co e 

posterior imobilização enzimática. A TIR foi empregada como elemento de biorreconhecimento e 

foi imobilizada por cross-linking com glutaraldeído e albumina de soro bovino. O estudo foi 

realizado por VC a 100 mV s
-1

, em meio de PBS pH 6,5, aplicando -0,20 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat 

para promover a oxidação do catecol como substrato, por um tempo de incubação de 2 minutos. 

Nessas condições, foram observadas relações lineares para carbaril (10-50 ppb), carbofurano (5-

90 ppb), diazinon (19-50 ppb) e metilparation (6-100 ppb), permitindo a quantificação desses 

compostos em águas naturais com REC de 92,5-98,5%. O tempo de vida útil atribuído para o 

dispositivo foi de dez dias, uma vez que após quinze dias o desempenho do biossensor foi 

reduzido a 20% de sua resposta inicial. 

 Fernandes et al.
121

 produziram um biossensor sensível para detectar metomil em vegetais, 

utilizando transdutores de carbono cerâmico modificados com LAC pelo método sol-gel. A 

quantificação foi realizada por VOQ (f de 30 s
-1

, a de 100 mV e ∆Es de 10 mV), em meio de 

tampão acetato pH 4,0 e utilizando esculetina como substrato. Com LD igual a 1,22×10
-5

 mol L
-1

, 

o procedimento permitiu quantificar metomil em cenoura, repolho, alface, pimentão, batata e 

tomate com REC variando entre 98,0 e 104,2%, para contaminações de 5,0×10
-7

 a 1,0 ×10
-6

 mol 

L
-1

. Os valores de REC foram similares aos obtidos por CLAE, sugerindo alta sensibilidade e 

precisão das medidas. O dispositivo também apresentou elevada estabilidade, avaliada por 450 

medidas feitas ao longo de 60 dias (porcentagem de redução do sinal não informada). 
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 Zapp et al.
122

 apresentaram biossensor enzimático para metomil, sendo que a enzima 

LAC, extraída do fungo Aspergillus oryzae geneticamente modificado, foi imobilizada em matriz  

condutora composta de nanopartículas de platina e do líquido iônico tetrafluorborato de 1-butil-3-

metilimidazol suportados em montmorilonita. Com a otimização dos parâmetros da VOQ (f de 60 

s
-1

, a de 100 mV e ∆Es de 8 mV), em meio de tampão acetato pH 5,5 e utilizando dopamina como 

substrato fenólico, foi possível quantificar metomil com LD = 2,35×10
-7

 mol L
-1

. O procedimento 

proposto foi utilizado na análise do analito em tomate (2,70×10
-6

 a 7,50×10
-6

 mol L
-1

) e cenoura 

(1,39×10
-6

 a 4,05×10
-6

 mol L
-1

), resultando em REC de 85,7-105,9 e 99,6-100,2%, 

respectivamente. Os resultados para os ensaios de recuperação obtidos com o biossensor 

enzimático foram comparáveis aos obtidos por CLAE, com medidas precisas e reprodutíveis. 

Outra grande vantagem do método foi a possibilidade de se analisar metomil, mesmo na presença 

de potenciais interferentes presentes (ácido ascórbico, ácido benzóico, ditiocarbamato, glucose e 

cloreto de sódio) com efeito negligenciável da matriz sobre o sinal analítico. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho teve como foco principal o desenvolvimento e aplicação de metodologias 

eletroanalíticas para detectar e quantificar resíduos de n-metilcarbamatos em hortaliças e frutas 

cítricas, utilizando biossensores mono- e bi-enzimáticos à base de polifenoloxidases como 

superfícies de trabalho.  

 

3.2 Objetivos específicos  

 

 Estudar a eficiência de materiais de carbono nanoestruturados, MWCNT e grafeno, na 

configuração eletródica dos biossensores;  

 Avaliar a influência de agentes modificadores (Azul da Prússia, nanopartículas de ouro e 

quitosana) na resposta eletroquímica e na sensibilidade dos dispositivos;  

 Analisar o efeito de diferentes estratégias de imobilização enzimática na estabilidade dos 

dispositivos e conservação da atividade catalítica das enzimas;  

 Investigar o comportamento redox do substrato 4-aminofenol, antes e após a catálise 

enzimática, sobre os diferentes biossensores; 

 Caracterizar os diferentes materiais utilizados na configuração eletródica dos biossensores; 

 Otimizar parâmetros operacionais e voltamétricos das metodologias propostas; 

 Desenvolver métodos eletroanalíticos para quantificar traços de CBM; 

 Aplicar o método QuEChERS para extrair CBM de alimentos naturais; 

 Determinar CBM (CBF, FMT e PMB) em amostras de tomate e de alface; 

 Determinar CBM (CBF, CBR, FMT, PMB e ZRM) em amostras de tomate e de batata; 

 Determinar CBM (CBR, FMT, PPX e ZRM) em amostras de laranja, tangerina e limão. 
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes e soluções 

 

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analítica (P.A.). Os dados referentes à 

composição, registro do Chemical Abstract Service (CAS) e à procedência dos respectivos 

reagentes estão apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Reagentes utilizados nos experimentos e suas respectivas procedências 

Composto Fórmula química CAS Procedência 

Carbofurano C12H15NO3 1563-66-2 

Fluka 

(Alemanha) 

Carbaril C10H7OCONHCH3 63-25-2 

Formetanato C11H15N3O2.HCl 23422-53-9 

Pirimicarbe C11H18N4O2 23103-98-2 

Propoxur C11H15NO3 114-26-1 

Ziram (CH3)2NSCSZnSCSN(CH3)2 137-30-4 

Lacase de Trametes 

versicolor 
- 80498-15-3 

Sigma-Aldrich 

(Alemanha) 

Tirosinase de Agaricus  

bisporus 
- 9002-10-2 

4-aminofenol C6H7NO 123-30-8 

N-metil-2-pirrolidona C5H9NO 872-50-4 

Ácido tetracloroaurico HAuCl4 27988-77-8 

Nitrato de sódio  NaNO3 7631-99-4 

Cloreto de férrico FeCl3 7705-08-0 

Hexacianoferrato de 

potássio 
K3[Fe(CN)6] 13746-66-2 

Cloreto de potássio KCl 7447-40-7 

Permanganato de 

potássio 
KMnO4 7722-64-7 

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
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β-caroteno 

(provitamina A) 
C40H56 7235-40-7 

Merck 

(Alemanha) 

Tiamina  

(vitamina B1) 
C12H17ClN4OS .HCl 67-03-8 

Ácido ascórbico 

(vitamina C) 
C6H8O6 50-81-7 

D(+)-glucose C6H12O6 50-99-7 

Ácido sulfúrico H2SO4 7664-93-9 

Hexano C6H14 110-54-3 

Acetona C3H6O 67-64-1 

Etanol C2H6O 64-17-5 

Metanol CH4O 67-56-1 

Óleo de parafina - 8012-95-1 

Pó de grafite C 7782-42-5 
Ultracarbon 

(Espanha) 

Nanotubos de carbono 

(MWCNT) 
C 308068-56-6 

DropSens 

(Espanha) 

Ácido cítrico HOC(COOH)(CH2COOH)2 77-92-9 
Vetec 

(Brasil) 

ou 

Merck 

(Alemanha) 

Ácido acético CH3CO2H 64-19-7 

Ácido bórico H3BO3 10043-35-3 

Ácido fosfórico H3PO4 7664-38-2 

Hidróxido de sódio NaOH 1310-73-2 

Citrato de sódio HOC(COONa)(CH2COOH)2 18996-35-5 

Fonte: autoria própria. 

 

Solução de tampão BR, utilizada como eletrólito de suporte, foi preparada pela mistura 

dos ácidos bórico, acético e fosfórico, todos com concentração de 0,04 mol L
-1

.
123

 O ajuste do pH 

foi realizado com solução de NaOH 1,0 mol L
-1

. 

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 construídos pela imobilização das enzimas por drop coating, as 

soluções das enzimas LAC e TIR foram preparadas em tampão BR, com pH ajustado para o valor 

onde se observou atividade máxima. A eficiência da atividade enzimática foi avaliada pela 

oxidação do substrato 4-aminofenol (4-AMF) 1,0×10
-3

 mol L
-1

, preparado em meio aquoso. 

As soluções estoque dos pesticidas CBF, CBR, FMT, PPB, PPX e ZRM foram preparadas 

em etanol 1,0×10
-3

 mol L
-1

. As soluções padrão foram preparadas por diluição, a partir da solução 

estoque, até a concentração desejada. Quando armazenadas, as soluções foram mantidas sob 

refrigeração (±5°C), respeitando o prazo de validade. 

Considerando que vegetais e frutas cítricas são importantes fontes de provitamina A (β-

caroteno), vitamina B1 (tiamina), vitamina C (ácido ascórbico), ácido cítrico e glicose, foram 

preparadas soluções aquosas desses compostos, com concentração de 1,0×10
-3

 mol L
-1

, para os 

estudos de interferentes. Essas soluções foram preparadas imediatamente antes das análises. 

 

4.2  Síntese do grafeno 

 

O grafeno foi sintetizado no Laboratório Associado para a Química Verde – Tecnologias 

e Processos Limpos do Departamento de Química e Bioquímica da Universidade do Porto, em 

Porto-Portugal. O grafeno reduzido foi sintetizado por esfoliação do pó da grafite em meio de N-

metil-2-pirrolidona, assistida por sonicação por 6 horas.
124

 A dispersão foi centrifugada a 500 

rpm por 45 minutos e o sobrenadante, contendo as folhas de grafeno, foi filtrado em membrana 

de náilon (poros de 0,2 m, Whatman
®

). O sólido resultante foi seco sob vácuo a ±16 ºC. O 

grafeno oxidado foi obtido pelo método de Hummers e Offeman, a partir do grafeno reduzido, 

submetendo-o à reação oxidativa com ácido sulfúrico concentrado, nitrato de sódio e 

permanganato de potássio.
125

 

 

4.3 Síntese das nanopartículas de ouro 

 

As nanopartículas de ouro (NpAu) foram sintetizadas pelo método de Turkeivich, que 

consiste na redução de ouro (III), na forma de HAuCl4 0,01%, pela reação com citrato de sódio e 

ácido ascórbico, sob agitação a 90 ºC.
126

 A solução resultante de NpAu (1,17×10
-10

 mol L
-1

) 

exibiu coloração violeta, característica do diâmetro hidrodinâmico (37 nm) das nanopartículas. 
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4.4 Instrumentação 

 

Os experimentos eletroquímicos foram realizados em sistema composto por três eletrodos, 

conectados a potenciostato modelo PGSTAT 30 (Autolab, Eco Chemie) e controlados por 

computador, usando o programa GPES versão 4.9. Os biossensores enzimáticos foram utilizados 

como superfície de trabalho, um tarugo de carbono vítreo como eletrodo auxiliar e Ag/AgCl/Cl
-
sat 

em meio de KCl como eletrodo de referência. Para o processo de esfoliação do grafeno em N-

metil-2-pirrolidona assistido por sonicação, utilizou-se sonicador com ponta de titânio (Bandelin 

Sonoplus). A caracterização do grafeno foi realizada por TEM (do inglês Transmission Electron 

Microscopy), com uso de microscópio modelo H-9000NA (Hitachi), operando a 200-300 kV. A 

composição química da superfície foi obtida por XPS (do inglês X-ray Photoelectron 

Spectroscopy), utilizando espectrofotômetro modelo ESCALAB 200A (VG Scientific), com 

radiação de 1486,6 eV. O tamanho hidrodinâmico e o potencial zeta das nanopartículas de ouro 

foram caracterizados por espalhamento dinâmico da luz e por velocimetria de radiação a laser 

pelo efeito Doppler, respectivamente, com Zetasizer Nano ZS a 25 ºC. 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 extração de resíduos de pesticidas nos 

alimentos naturais. As amostras foram pesadas em balança analítica NewClassic MS (Mettler 

Toledo). Os extratos, preparados em acetonitrila, foram agitados em vortex VM-96E (Shimadzu) 

e decantados em centrífuga de alta rotação Himac CT15E/CT15RE (Shimadzu). O analito 

dissolvido no solvente orgânico foi levado à secura em rotaevaporador R-250 EX (Büchi). O 

sistema de vácuo utilizado nos processos de filtração forçada e de rotaevaporação consistiu em 

Vacuum Manifold (Supelco). A água usada para preparação das soluções foi purificada em 

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

 

4.5 Biossensores enzimáticos 

 

CBM sofrem processo de oxidação em potenciais positivos elevados e são susceptíveis a 

interferências.
127,128 

Nesse caso, o uso dos biossensores enzimáticos é mais adequado, em virtude 

de maior seletividade e de menor nível de interferentes (≈ 0,0 V vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat).

127,128
 O 

trabalho com biossensores foi desenvolvido em parceria com o Grupo de Reacções e Análises 
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Químicas (GRAQ) do Instituto Superior de Engenharia do Porto, associado ao Laboratório de 

Química Verde – REQUIMTE da Universidade do Porto, em Porto-Portugal. Estudos paralelos 

feitos com eletrodos compósitos de carbono mostraram que estes materiais conferem maior 

aderência dos agentes modificadores e estabilidade dos biodispositivos, em comparação a outras 

superfícies eletródicas mais utilizadas, tais como eletrodos de carbono impressos, carbono vítreo 

e ouro, justificando sua escolha como transdutor para a construção dos biossensores. Nesse 

trabalho foram contemplados três biossensores enzimáticos: (i) eletrodo de pasta de MWCNT 

modificado por LAC(s) entrapped (aprisionada) no material compósito, definido como LAC-

EPNC; (ii) eletrodo de pasta de grafeno (EPG) modificado eletroquimicamente com filmes de 

Azul da Prússia (AP), seguido da imobilização de LAC por drop coating (gotejamento), sendo 

definido como LAC/AP/EPG e, por último, (iii) biossensor bi-enzimático, desenvolvido pela 

eletrodeposição de filmes híbridos sobre EPG. Os filmes foram constituídos 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 enzimático LAC-EPNC 

 

Inicialmente, foi preparada a pasta de carbono contendo MWCNT, pó de grafite e óleo de 

parafina em diferentes proporções (0:60:40, 30:30:40 e 60:0:40%, m/m/m), a fim de confrontar a 

eficiência dos nanotubos na composição do dispositivo. O compósito resultante foi modificado 

com a enzima LAC (0,5 U mg
-1

) extraída do fungo Trametes versicolor, utilizada como elemento 

de biorreconhecimento do dispositivo. Para isso, duas estratégias de imobilização foram 

estudadas: drop coating da solução enzimática (10 U mL
-1

), com concentração previamente 

otimizada por estudos preliminares, utilizando 4-AMF como substrato em tampão BR pH 5,0; e 

entrapment de diferentes proporções de LAC(s) (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10%, m/m) no 

próprio material compósito, baseando-se na intensidade do processo redox, tempo de incubação e 

estabilidade do sinal analítico, obtido após a catálise enzimática. Posteriormente, o compósito 

resultante, com ou sem a modificação da enzima, foi embutido em tubo de Teflon
®

 (1,0 mm de 

diâmetro interno) e o contato elétrico foi realizado com pistão de aço inoxidável. A renovação da 

superfície do dispositivo foi realizada por pressão cuidadosa do pistão sobre folhas de papel com 

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

 

Inicialmente, foi preparada pasta de grafite convencional, contendo pó de grafite de grau 

espectroscópico e parafina (70:30%, m/m).
129

 Em seguida, diferentes proporções 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 diâmetro interno) e o contato elétrico foi realizado com pistão de aço inoxidável. Os 

filmes de AP foram formados pela imersão do EPG na solução A (FeCl3 2,0×10
-3

 mol L
-1

, 

K3[Fe(CN)6] 2,0×10
-3

mol L
-1

, KCl 0,1 mol L
-1

 e HCl 0,1 mol L
-1

), onde 0,4 V foi aplicado em 

diferentes intervalos de tempo (5, 10, 15, 20, 30 e 40 s). Após o processo de eletrodeposição, a 

superfície do eletrodo foi lavada com água ultrapura para remover o excesso de eletrodepósito e, 

em seguida, ativada na solução B (KCl 0,1 mol L
-1

 e HCl 0,1 mol L
-1

) com vinte ciclos entre 0,05 

e 0,35 V a 40 mV s
-1

.
130

 A imobilização de LAC (0,5 U mg
-1

) extraída do fungo Trametes 

versicolor foi realizada por drop coating da solução enzimática (5,00; 7,50; 10,0; 12,5 e 15,0 U 

mL
-1

) sobre o filme de AP. A intensidade do processo redox, tempo de incubação e estabilidade 

do processo de oxidação do 4-AMF em tampão BR pH 5,0, obtido após a catálise enzimática, 

foram utilizados como critérios para a otimização da concentração de LAC no dispositivo.  

 

4.5.3 Desenvolvimento do biossensor bi-enzimático LAC-TIR-NpAu-CS/EPG 

 

Solução de CS (250-300 kDa, Altakitin) 1,0 % m/v foi preparada pela dissolução de 0,1 g 

em 10 mL de ácido acético 0,05 mol L
-1

.
130

 Em seguida, diferentes proporções de NpAu (10, 20, 

30, 40, 50, 60 e 70%, v/v) foram misturadas à matriz de CS, até a formação de material 

compósito uniforme.
130

 Finalmente, essa mistura foi enriquecida com LAC(s) de Trametes 

versicolor (0,5 U mg
-1

) e TIR(s) de Agaricus bisporus (1,0 U mg
-1

) em várias proporções (4:1, 

3:1, 2:1, 1:1, 1:0, 0:1, 1:2, 1:3, 1:4%, m/m), resultando em material híbrido e eficiente para 

catalisar a oxidação de derivados fenólicos.
131

 A proporção enzimática no compósito foi definida 

com base no processo de oxidação do substrato 4-AMF em meio de tampão BR pH 5,5, levando 

em consideração a intensidade do processo redox, tempo de incubação e estabilidade do sinal 

analítico, obtido após a catálise enzimática. Considerando que CS é um veículo adequado para 

carrear NpAu e a mistura das polifenoloxidases, filme híbrido fino do material compósito foi 
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eletrodepositado sobre EPG, previamente embutido em tubo de Teflon
®

 (1,0 mm de diâmetro 

interno) e em contato com pistão de aço inoxidável, aplicando potencial de -1,5 V por 200 s.
130 

 

4.6 Metodologias eletroanalíticas e figuras de mérito 

 

Após a etapa de imobilização da enzima, os próximos passos foram a escolha do eletrólito 

de suporte e a otimização do pH. As respostas foram avaliadas pela intensidade das correntes de 

pico (Ip), deslocamento do potencial de pico (Ep), largura de meia-altura (ΔEp/2) e estabilidade do 

sinal após a catálise enzimática. Além do pH adequado para a melhor atividade enzimática, 

também considerou-se a concentração das enzimas e o tempo de incubação do dispositivo como 

parâmetros operacionais a serem otimizados, a fim de se obter maior sensibilidade analítica. 

Voltametria cíclica (VC) foi empregada nos estudos do comportamento redox, caráter 

adsortivo, influência da velocidade de varredura e informações mecanísticas referentes à 

oxidação do substrato 4-AMF sobre os dispositivos em questão. Para a quantificação dos CBM 

em hortaliças e frutas cítricas, foi utilizada voltametria de onda quadrada (VOQ), após a 

otimização de f, a e ΔEs. Estudos de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) também 

foram realizados, empregando frequências de 10
-1

 a 10
5
 Hz com amplitudes de perturbação de 5 

mV, para avaliar o êxito na imobilização das camadas, bem como as alterações no processo de 

resistência à transferência de carga (Rtc).  

As curvas analíticas foram construídas com base na capacidade dos CBM de inibir a 

atividade catalítica das enzimas, tomando por base a oxidação de 4-AMF, utilizado como 

substrato e mediador redox: 

    = [   ( 
  

  
 )]      00                                                                        (1) 

em que %IR corresponde à porcentagem de inibição da atividade enzimática, Io é a corrente de 

pico antes da adição do pesticida e I corresponde à corrente de pico após a adição do pesticida.  

A média aritmética ( ̅) e o desvio padrão (DP) dos interceptos e das inclinações das 

curvas analíticas foram utilizados para a obtenção das figuras de mérito.
132

 Em síntese, os valores 

de LD e de LQ foram calculados pela relação entre DP dos interceptos (a) e  ̅ das inclinações 

(b), conforme indicado nas seguintes equações: 
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L  = 3  
 P 

 ̅ 

                                                                         (2) 

L  =  0  
 P 

 ̅ 

                                                                         (3) 

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

desvio padrão relativo (%DPR) dos valores de Ip obtidos com as diferentes medidas.  

  P  =
 P p

 ̅ p

    00                                                                        (4) 

em que, para as correntes de pico, DPIp representa o desvio padrão e  ̅ p é a média aritmética. No 

caso da reprodutibilidade, a avaliação também foi realizada pelo %DPR por meio da resposta 

obtida (n = 3) com quatro diferentes dispositivos, construídos nas mesmas condições. 

 A confiabilidade de a e b foi estimada pelo intervalo de confiança (IC), calculado a partir 

da Equação 5, onde “n” representa o número de medidas e “t ” um parâmetro teórico tabelado, 

obtido de acordo com o número de medidas, para n-1 graus de liberdade e 95% de confiança. 

  =  ̅   t n     
 P

√n
                                                                         (5) 

 A exatidão do método foi avaliada com base na porcentagem de recuperação (REC), 

obtida pela relação entre as concentrações adicionada e recuperada de CBM, conforme indicado 

na Equação 6. Os ensaios foram realizados pelo método da adição de padrão, com resultados 

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

 E  =
[  M 

adicionada

[  M 
recuperada

    00                                                                        (6) 

Outra relação estatística utilizada nos estudos com interferentes foi o bias (%), 

representado pela Equação 7. A relação matemática é expressa pela  ̅ dos valores de Ip obtidos e 

o valor teórico esperado (Xi).  

bias = (
 ̅    i

 i
)     00                                                                        (7) 
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4.7  Tratamento das amostras de alimentos naturais 

 

Em parceria com o GRAQ, o biossensoriamento dos pesticidas foi investigado em 

extratos de hortaliças (tomate, alface e batata) e de frutas cítricas (laranja, tangerina e limão), 

utilizando a parte comestível de cada alimento, tratados pelo método QuEChERS.
133,134

 Para isso, 

alíquota de 10,00±0,05 g de amostra triturada foi quantitativamente transferida para tubo 

QuEChERS contendo 6,0 g MgSO4 / 1,5 g NaCl / 1,5 g C6H5Na3O7.2H2O. Em seguida, 10 mL de  

acetonitrila foram adicionados ao tubo e agitados em centrífuga por três minutos a 4000 rpm. Na 

sequência, foi realizada a contaminação artificial das amostras com diferentes concentrações de 

CBM, seguida de nova etapa de centrifugação. O sobrenadante contendo o analito foi extraído e 

levado à secura em rotaevaporador, sob atmosfera de nitrogênio 5.0 (Linde Sogás). O resíduo foi 

redissolvido em 10 mL de tampão BR, com pH ajustado para o valor onde se observou o máximo 

de atividade enzimática, e a solução resultante foi utilizada nos ensaios de recuperação pelo 

método da adição de padrão.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1  Determinação eletroanalítica de carbamatos em tomate e alface 

 

5.1.1 Desenvolvimento do biossensor enzimático LAC-EPNC 

 

5.1.1.1 Otimização da proporção de nanotubos de carbono no material compósito 

 

 Inicialmente, a proporção dos materiais de carbono e do aglutinante parafina, contidos no 

material compósito, foi investigada por VC a 50 mV s
-1

, em tampão BR pH 5,0, utilizando-se 4-

AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

, para uma faixa de potencial de -0,2 a 0,6 V. Constatou-se que as pastas 

contendo apenas pó de grafite e parafina já apresentavam textura adequada para o embutimento 

com pequenas quantidades do aglutinante (15%, m/m), mas na presença de MWCNT (20, 40, 60, 

80 %, m/m), quantidades de parafina menores que 40% (m/m) resultavam em um material não-

homogêneo, difícil de ser manipulado e embutido na cavidade do tubo de Teflon
®

. Por outro 

lado, o aumento na proporção de parafina acarretou a redução não linear nos valores de Ip e 

aumento em ΔEp/2, devido ao caráter isolante deste óleo mineral. Portanto, para os estudos 

subsequentes, a proporção de parafina nos diferentes compósitos foi fixada em 40% (m/m).  

 Em seguida, diferentes proporções de MWCNT / pó de grafite / parafina (0:60:40, 

30:30:40 e 60:0:40%, m/m/m) foram investigadas para confrontar as prováveis vantagens de 

MWCNT no material compósito em comparação aos eletrodos de pasta de carbono 

convencionais (EPC). Em todos os casos, o processo redox do substrato foi representado por um 

par redox bem definindo, conforme apresentado na Figura 3, mas com o aumento da proporção 

de nanotubos, foi constatada uma série de vantagens em relação aos EPC (grafite:parafina 

60:40%, m/m), dentre elas: aumento nos valores de Ip em torno de seis vezes, catálise do processo 

redox, melhoria na reversibilidade com o aumento da razão Ipa/Ipc e menor ΔEp/2, mostrando o 

importante papel de MWCNT na melhoria da cinética de transferência eletrônica dos sensores.  

 

 

 



65 

 

Figure 3 – Voltamogramas cíclicos de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 obtido sobre eletrodos 

compósitos de carbono contendo MWCNT/grafite/parafina% (m/m/m) nas proporções 0:60:40 

(linha pontilhada), 30:30:40 (linha tracejada) e 60:0:40 (linha sólida), em meio de tampão BR pH 

5,0 e com velocidade de varredura de 50 mV s
-1 
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Fonte: autoria própria. 

 

 As vantagens observadas para os eletrodos de pasta de nanotubos de carbono (EPNC) 

podem ser associadas às dimensões nanométricas, elevada área superficial, arranjo compacto de 

carbonos sp
2
 com ranhuras/defeitos topológicos nas estruturas dos MWCNT.

135
 Banks e 

Compton sugeriram que a contribuição positiva dos nanotubos na atividade eletrocatalítica de 

dispositivos eletrônicos é devido à presença de sítios reativos existentes nas extremidades e nos 

defeitos topológicos das nanoestruturas (nanotubes edge-plane like sites).
136

 Britto et al.
137

 

demostraram por cálculos ab-initio que as melhorias na transferência eletrônica dos sensores 

contendo nanotubos se devem a curvaturas nas estruturas cilíndricas, que originam mudanças nas 

bandas de energia próximas ao nível de Fermi, onde a presença de defeitos pentagonais produz 

regiões com alta densidade de carga. Há quem diga que a presença de impurezas metálicas nas 

nanoestruturas também contribui para as propriedades elétricas excepcionais observadas nesses 
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materiais,
138

 mas considerando que os MWCNT utilizados neste trabalho foram de alta pureza (≥ 

98% C) e isento de impurezas metálicas, é mais plausível que os defeitos topológicos das 

estruturas tenham sido os principais responsáveis pelo desempenho obtido com eletrodos 

compósitos de nanotubos. Considerando que o conjunto de vantagens apresentadas foi mais 

significativo para EPNC composto de MWCNT e parafina na razão 60:40% (m/m), esse 

transdutor foi utilizado na construção do biossensor enzimático. 

 

5.1.1.2 Imobilização da enzima lacase  

 

 Nesse trabalho, para a imobilização de LAC, duas estratégias foram investigadas: drop 

coating da solução enzimática (10 U mL
-1

) sobre EPNC e entrapment de LAC(s) 0,5 U mg
-1

 

(3,0%, m/m) diretamente no material compósito. Os experimentos foram realizados em tampão 

BR pH 5,0, onde a enzima LAC apresentou elevada atividade para a catálise do processo de 

oxidação de substratos fenólicos, como é o caso do 4-AMF. A Figura 4 apresenta o perfil 

voltamétrico da oxidação de 4-AMF sobre LAC-EPNC com o tempo, obtido por VC a 50 mV s
-1

, 

para uma faixa de potencial de -0,4 a 0,6 V.  

O processo de oxidação do substrato ocorreu em duas etapas, onde a primeira foi 

representada por um par redox quase-reversível (voltamograma a), relacionado à sua conversão 

em um derivado de imino-quinona,
139

 cujos potenciais de oxidação e redução foram registrados 

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

OH

NH2

- 2e-        

- 2H+

O

NH

4-aminofenol  imino-quinona
 

                              (8) 

Em condições ácidas, o grupamento amínico se tornou bastante lábil, acarretando na 

formação de benzoquinonas por uma etapa química, acompanhada do desprendimento de amônia. 

Em seguida, uma nova etapa eletroquímica e irreversível aconteceu, referente à conversão da p-

benzoquinona em p-hidroquinona, por um processo envolvendo 2H
+
 e 2e

-
. 
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Figure 4 – Voltamogramas cíclicos para a oxidação de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 obtido sobre 

LAC-EPNC (3,0% de LAC(s), m/m) a 50 mV s
-1

, em meio de tampão BR pH 5,0, com tempos de 

incubação de: 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d), 20 (e), 25 (f), 30 (g), 35 (h), 40 (i), 45 (k), 50 (j), 55 (l) e 

60 (m) minutos 
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Fonte: autoria própria. 

 

Por isso, o par redox observado no início do processo de oxidação do substrato foi 

suprimido ao longo do tempo, enquanto um novo processo de redução foi registrado em -0,07 V 

(voltamogramas b-m), até que a reação atingiu o equilíbrio (voltamograma m). 

   + 2 H+

p-hidroquinona

OH

OH

+ 2e-        

O

NH

   + H3O
+

O

O

 imino-quinona p-benzoquinona

   +    NH3(g)

 

              (9) 

 

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

eletroquímico/químico/eletroquímico, resultando em p-benzoquinona como produto final da 
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reação de oxidação.
139

 Apesar da sequência reacional apresentada ser para o 4-AMF, outros 

compostos fenólicos são oxidados por LAC por um mecanismo similar.
92

 

Apesar dos resultados apresentados na Figura 4 estarem relacionados ao comportamento 

do substrato sobre o biossensor LAC-EPNC (3,0% de LAC(s), m/m), os resultados obtidos com os 

dispositivos construídos pela imobilização da enzima (10 U mL
-1

) por drop coating foram 

similares, mas com tempo de incubação superior. Além disso, após a estabilidade do sinal, 

também foi observado que os valores de Ip obtidos com o dispositivo construído por entrapment 

de LAC(s) no compósito de MWCNT foi cerca de três vezes maior, sugerindo melhor 

configuração eletródica para aplicações analíticas. Como a redução da p-benzoquinona sobre o 

biossensor ocorreu em potencial próximo a 0,0 V (vs. Ag/AgCl/Cl
-
sat), foi possível determinar 

CBM pela inibição da atividade enzimática, com baixo nível de interferentes eletroativos. Essa é 

uma das principais vantagens dos biossensores frente aos eletrodos convencionais utilizados na 

determinação destes pesticidas. 

 

5.1.2 Caracterização eletroquímica do biossensor  

 

EIE foi utilizada para avaliar as propriedades interfaciais de diferentes biossensores 

enzimáticos à base EPC e de EPNC, modificados com LAC, por meio dos diagramas de Nyquist, 

obtidos pela relação entre a impedância real (Z´) e a impedância imaginária (-Z´´). Nessa técnica, 

o diâmetro do semicírculo observado em altas frequências equivale à resistência a transferência 

de carga (Rtc), que controla a cinética de transferência eletródica do processo redox na superfície 

do eletrodo.
140

 Os experimentos de EIE foram realizados em tampão BR pH 5,0 utilizando 4-

AMF como mediador redox, para faixa de frequência de 10
5
 a 10

-1
 Hz e amplitude de perturbação 

de 5,0 mV, aplicando-se 0,20 V e -0,01 V antes e após a catálise enzimática, respectivamente. Os 

resultados obtidos estão apresentados na Figura 5A. É importante ressaltar que os diferentes 

dispositivos contemplados nesse trabalho foram construídos sem qualquer contribuição de 

impurezas metálicas para o aumento das correntes faradaicas ou membrana condutora para 

auxiliar na imobilização enzimática. Em outras palavras, o conjunto de resultados obtidos se 

deveu, exclusivamente, às características integradas de LAC e dos compósitos de carbono. 
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Figura 5 – (A) Diagramas de Nyquist obtidos para os diferentes sensores, com faixa de 

frequência de 10
5
 a 10

-1
 Hz e amplitude de perturbação de 5,0 mV, utilizando 4-AMF 4,75×10

-5
 

mol L
-1

 como mediador redox em tampão BR pH 5,0, aplicando 0,20 V na ausência e -0,01 V na 

presença de LAC. (B) Imagem ampliada dos diagramas de Nyquist obtidos para os biossensores 

construídos com eletrodos compósitos de nanotubos de carbono 
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Fonte: autoria própria. 

 

Antes da modificação com LAC, tanto o eletrodo compósito de grafite convencional 

quanto o de MWCNT apresentaram relação Z´/-Z´´ linear, característica de processos cujo 

transporte de massa é controlado por difusão.
140

 Após a imobilização de LAC, independente da 

técnica utilizada, foi observado o surgimento de um arco capacitivo devido ao aumento da 

resistência à transferência de carga (Rtc). Esse resultado também foi um indício do sucesso da 

imobilização enzimática pelas duas técnicas. Todavia, biossensores construídos a partir de EPC 

(LAC(entrapment)-EPC e LAC(drop coating)-EPC) apresentaram maiores arcos capacitivos e, 

consequentemente, Rtc superior à observada com os biossensores à base de EPNC (LAC(entrapment)-

EPNC e LAC(drop coating)-EPNC), provavelmente, devido às propriedades elétricas dos MWCNT 

presentes no compósito de EPNC.
138

 Essas informações 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 configuração eletródica dos biossensores, independente da técnica de 

imobilização enzimática utilizada.  

 Quanto ao método de imobilização, observou-se que eletrodos modificados por drop 

coating de LAC apresentam maior Rtc, tanto para EPC quanto EPNC, em comparação aos 

dispositivos construídos por entrapment da enzima. Baseando-se na Figura 5B, pode ser 

constatado maior arco capacitivo para LAC(drop coating)-EPNC (Rtc = 24,9 Ω) em relação a 

LAC(entrapment)-EPNC (Rtc = 19,0 Ω), sugerindo que a imobilização da enzima por entrapment 

atribuiu melhor desempenho analítico para o biossensor. A camada de LAC imobilizada 

diretamente sobre EPNC por drop coating dificultou a mobilidade eletrônica, atuando como uma 

barreira ao processo de transferência de carga. Os biossensores LAC(drop coating)-EPC e LAC(drop 

coating)-EPNC também apresentaram problemas de repetibilidade nas medidas de impedância, 

provavelmente, por conta da baixa aderência da enzima na superfície do eletrodo. Deste modo, 

para a construção do biossensor de trabalho LAC-EPNC, a imobilização da enzima foi realizada 

por entrapment de LAC(s) diretamente no material compósito de MWCNT. 

 

5.1.3 Otimização dos parâmetros operacionais e voltamétricos  

 

 A otimização dos parâmetros operacionais (pH do meio, concentração enzimática e tempo 

de incubação) foi conduzida por VC a 50 mV s
-1

, baseando-se no processo de redução da p-

benzoquinona (-0,07 V) sobre LAC-EPNC, em meio de tampão BR. 

O máximo de atividade catalítica de LAC estende-se do meio ácido ao levemente 

básico.
92

 Por isso, o pH foi uma das variáveis mais importantes a serem avaliadas no 

desenvolvimento de biossensores enzimáticos. Neste trabalho, o pH do tampão BR foi avaliado 

dentro da sua capacidade tamponante (2,0 – 8,0), havendo aumento nos valores de Ip até pH 5,0 e 

deslocamento de Ep para valores mais negativos proporcional ao aumento do pH. Também foi 

constatado que, para um tempo de incubação de 60 minutos, a catálise da oxidação do 4-AMF só 

foi completa na faixa de pH compreendida entre 4,0 e 6,0, correspondendo à faixa ótima de pH 

para LAC-EPNC. O máximo de atividade enzimática também foi observado para a mesma faixa 

utilizando espectroscopia UV-Visível. Essa informação corroborou as afirmações de outros 

pesquisadores, referentes ao máximo de atividade enzimática de lacases extraídas de diferentes 

fontes, obtidos por técnicas eletroquímicas e espectroscópicas.
92,121,122
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 A concentração de LAC(s) (1 – 10%, m/m) no compósito de MWCNT e o tempo de 

incubação (1 – 90 min) do dispositivo também foram avaliados por VC a 50 mVs
-1

. Os ensaios 

foram realizados com 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 em tampão BR pH 5,0 e os resultados estão 

apresentados na Figura 6. Quanto a melhor concentração/porcentagem de LAC(s), para um tempo 

de incubação de 60 minutos, houve aumento nos valores de Ip até proporções de LAC(s) = 3% 

(m/m), diminuindo significativamente em porcentagens maiores, provavelmente, devido ao 

aumento na resistividade do material compósito. Em relação ao tempo de incubação, utilizando o 

biossensor LAC-EPNC composto de LAC(s) = 3% (m/m), ficou constatado que após 60 minutos o 

sinal eletroquímico permanece praticamente estável (valores de Ip constantes), sugerindo o tempo 

ótimo para a catálise do substrato pelo biossensor. Vale salientar que não foi necessário tempo de 

estabilização do sinal eletroquímico entre as medidas. 

 

Figura 6 – Relação entre as correntes de pico com a (■) concentração de LAC(s) e o () tempo de 

incubação, para o desenvolvimento do biossensor LAC-EPNC, obtida por voltametria cíclica a 50 

mV s
-1

, utilizando 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em tampão BR pH 5,0 
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Fonte: autoria própria. 
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 Parâmetros que afetam o sinal eletroquímico na VOQ também foram avaliados a fim de 

atribuir maior sensibilidade ao método. Para uma faixa de f entre 10 e 150 s
-1

, observou-se 

aumento linear de Ip até 50 s
-1

, permanecendo praticamente constante em valores superiores. Com 

relação ao efeito de a (5 – 50 mV), o aumento desta variável proporcionou aumento de Ip até 30 

mV, paralelo ao deslocamento de Ep para valores mais negativos. Valores de a ≥ 40 mV também 

ocasionaram aumento de ΔEp/2, indicando perda de seletividade do método. A variação no valor 

de ΔEs (1 – 7 mV) também afetou os valores de Ip de forma positiva e linear, mas acima de 2 mV 

houve aumento do ruído nas medidas do sinal eletroquímico.  

 Deste modo, baseando-se na discussão prévia, os parâmetros operacionais e voltamétricos 

selecionados para a quantificação dos CBM pelo biossensor LAC-EPNC foram: tampão BR pH 

5,0; LAC(s) 3% (m/m) entrapped em EPNC; tempo de incubação de LAC-EPNC equivalente a 60 

min, f = 50 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 2 mV. 

 

5.1.4 Curvas analíticas e figuras de mérito  

 

Após a otimização das condições voltamétricas e operacionais, LAC-EPNC foi utilizado 

para quantificação de traços de CBM. O princípio do método pode ser compreendido por um 

conjunto de reações paralelas entre a enzima e o substrato, representadas na Figura 7. Em geral, 

as moléculas de LAC expostas na superfície do eletrodo, são oxidadas por oxigênio, havendo 

variação no estado de oxidação dos íons cobre [LAC(Cu
+
)  LAC(Cu

2+
) + 1e

-
], concomitante 

à formação de água. Em seguida, a forma oxidada da enzima [LAC(Cu
2+

)] é novamente reduzida, 

enquanto que o substrato 4-AMF é oxidado a p-benzoquinona.
88,92

 Como as quinonas são 

eletroativas na superfície de LAC-EPNC, seu processo de redução (-0,07 V) foi utilizado como 

pico analítico. A quantificação do CBM foi realizada de forma indireta, com base na capacidade 

destes pesticidas de inibir a catálise da reação de oxidação do substrato empregando LAC-EPNC, 

sendo que a corrente de redução medida é proporcional à concentração dos CBM adicionada à 

célula eletroquímica. Apesar das polifenoloxidases possuírem diferentes mecanismos de 

ação,
88,91,92

 a atividade catalítica dessas enzimas em biossensores amperométricos para a 

oxidação e detecção de compostos fenólicos segue uma linha de raciocínio similar à descrita 

anteriormente. 
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Figura 7 – Sequência reacional envolvida na oxidação de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como 

substrato sobre LAC-EPNC (3%, m/m), em meio de tampão BR pH 5,0, para um tempo de 

incubação de 60 min 

 

 

Fonte: autoria própria. 

 

 Utilizando o biossensor LAC-EPNC nas condições previamente otimizadas, foi possível 

quantificar traços dos n-metilcarbamatos carbofurano (CBF), formetanato (FMT) e pirimicarbe 

(PMB), com sensibilidade adequada. As curvas analíticas, apresentadas na Figura 8, foram 

construídas a partir da relação entre %IR e concentração dos CBM, com faixas de concentração 

variando de 9,90×10
-7

 a 9,99×10
-6

 mol L
-1

 para CBF, de 5,00×10
-7

 a 5,28×10
-6 

mol L
-1

 para FMT 

e de 9,90×10
-7

 a 1,15×10
-6

 mol L
-1

 para PMB, com elevada correlação entre os pontos e baixa 

dispersão entre os valores medidos (r = 0,9992 – 0,9998). Pelas inserções da Figura 8, também 

pode ser observado que apenas PMB apresentou curva analítica com intercepto negativo, mas 

estudos de significância realizados pelo teste t-student mostraram um valor calculado (t = 4,13) 

abaixo do crítico (tcrítico = 4,30; 95% de confiança e n-1 graus de liberdade), sugerindo que os 

erros randômicos foram negligenciáveis e que o valor experimental e o teórico esperado são 

estatisticamente iguais.
132

 

A Tabela 2 sintetiza o conjunto das figuras de mérito obtidas para a análise dos CBM. Os 

valores de LD (9,02×10
-8

 a 4,23×10
-7

 mol L
-1

) e LQ (1,34×10
-7

 a 8,38×10
-7

 mol L
-1

) foram 

satisfatórios e atenderam aos LMPs exigidos pelas agências de controle e segurança alimentar 

brasileira (ANVISA) e europeia (AESA),
141,142

 permitindo a aplicação do procedimento para a 

quantificação desses compostos em matrizes complexas. Até o momento, não há relatos de outros 

biossensores à base de LAC utilizados para quantificar CBF, FMT e PMB em matrizes 

ambientais. Biossensores construídos com AChE,
87,106,107,111-113

 AChE geneticamente 

modificada,
112,113 

BChE
106

 e TIR
120

 foram utilizados para quantificar CBF em diferentes matrizes 
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ambientais, mas com sensibilidade inferior ou comparável a obtida com LAC-EPNC. O 

procedimento também mostrou boa reprodutibilidade nas medidas de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

na presença dos CBM (1,96×10
-6

 mol L
-1

), onde %DPR foi abaixo de 4,0% para medidas intra-

day (n = 10) e de 5,5% para medidas inter-day (n = 5). A avaliação da reprodutibilidade, 

realizada com diferentes medidas (n = 3) de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

obtidas por quatro 

diferentes dispositivos, também foi satisfatória,
132

 sendo que os valores de %DPR variaram entre 

3,7 e 6,8. A pequena variação nos valores das medidas também pode ser constatada pelas barras 

de erro apresentadas nas inserções da Figura 8. 

A estabilidade da resposta do biossensor LAC-EPNC foi averiguada, a partir de vinte 

diferentes medidas de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 realizadas ao longo de um mês. Durante esse 

intervalo de tempo, o compósito utilizado na preparação 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 período aceitável.
90

 

 

Figura 8 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o biossensor LAC-EPNC para 

diferentes concentrações de (A) carbofurano, (B) formetanato e (C) pirimicarbe, usando 4-AMF 

4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,0, empregando f = 50 s
-1

, a = 30 

mV e ΔEs = 2 mV. As inserções se referem às curvas analíticas obtidas para cada pesticida, com 

as respectivas barras de erro 
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Fonte: autoria própria. 
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Tabela 2 – Figuras de mérito para a análise de diferentes carbamatos, usando LAC-EPNC como 

biossensor. Condições experimentais: tempo de incubação de 60 minutos, 4-AMF 4,75×10
-5

 mol 

L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,0, f = 50 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 2 mV 

Parâmetro 

Carbamatos estudados 

CBF FMT PMB 

Faixa de Concentração    

(mol L
-1

) 

9,90×10
-7 

a 

9,99×10
-6

 

5,00×10
-7 

a 

5,28×10
-6

 

9,90×10
-7 

a 

1,15×10
-6

 

Intercepto 

(% de inibição) 
5,35 3,96 -2,57 

IC do Intercepto 2,83×10
-3

 2,10×10
-3

 5,75×10
-3

 

Inclinação 

(% de inibição mol
-1

 L) 
5,10×10

6
 1,08×10

7
 4,76×10

6
 

IC da Inclinação 2,37×10
3
 2,42×10

4
 3,24×10

3
 

r 0,9998 0,9992 0,9994 

LD (mol L
-1

) 4,23×10
-7

 9,02×10
-8

 1,80×10
-7

 

LD (mg kg
-1

) 0,093 0,020 0,038 

LQ (mol L
-1

) 8,38×10
-7

 1,34×10
-7

 6,00×10
-7

 

LQ (mg kg
-1

) 0,185 0,029 0,125 

Repetibilidade                

(intra-day, %DPR) 
3,8 3,3 1,8 

Repetibilidade                

(inter-day, %DPR) 
5,3 4,7 5,0 

Reprodutibilidade (%DPR) 6,8 3,7 5,0 

Fonte: autoria própria. 
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5.1.5 Experimentos de recuperação e estudo de interferentes 

 

 Procedimentos de análise direta são mais rápidos e, em geral, reduzem possíveis erros 

provenientes de etapas prévias de preparo das amostras. Todavia, matrizes alimentares são muito 

complexas, possuem grande variedade de interferentes naturais e antrópicos e requerem um 

tratamento mais apurado da matriz antes da análise.
14

 Na rotina analítica, métodos 

ambientalmente corretos, que permitam menor consumo de energia e reduzam a quantidade de 

solventes nos ensaios, que ofereçam menor custo, rapidez e elevado rendimento na recuperação 

dos analitos são fortemente recomendados.
20

 O método QuEChERS satisfaz estas exigências e, 

atualmente, representa um dos principais procedimentos de extração utilizados na análise de 

alimentos naturais.
143

  

Neste trabalho, a exatidão do procedimento proposto foi avaliada por experimentos de 

recuperação realizados em extratos de tomate e de alface obtidos pelo método QuEChERS. As 

hortaliças foram artificialmente contaminadas com concentrações dos CBM variando de 0,11 a 

2,36 mg kg
-1

 e a quantificação de CBF, FMT e PMB foi realizada pelo método da adição de 

padrão. 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 eletroanalítico proposto também possui elevada exatidão para quantificar 

CBF, FMT e PMB em tomate e alface. É importante frisar que pelo método QuEChERS também 

é possível concentrar o(s) analito(s) de interesse ao extraí-los de uma massa maior da hortaliça 

e/ou redissolvendo o analito em um volume menor da solução tampão. Seguindo este 

procedimento, o biossensor LAC-EPNC poderá ser utilizado para quantificar os CBM estudados 

em concentrações ainda mais baixas. 

Considerando que tomate e alface são importantes fontes de β-caroteno (provitamina A), 

tiamina (vitamina B1), ácido ascórbico (vitamina C) e glicose, estes compostos foram testados 

como possíveis interferentes do método. Ensaios de VOQ foram realizados com o substrato 4-

AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

em condições ótimas, para diferentes razões entre os interferentes e o 

substrato, a saber, 1:10; 1:1 e 10:1 (n/n). Resultados expressos em bias (%) estão apresentados na 

Figura 9. A vitamina B1 e a glicose não apresentaram efeito significativo nas análises, 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 razão testada (10:1, interferente:substrato, n/n). Com relação à 
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provitamina A e à 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 proporção máxima testada corresponde a uma condição extrema, 

onde a concentração do interferente dificilmente seria encontrada em 10 g de massa das amostras 

analisadas. Essa proporção foi considerada como uma forma de observar até que ponto o método 

em questão poderia ser aplicado. Assim, o procedimento proposto permitiu a análise de CBF, 

FMT e PMB em amostras de tomate e de alface, com elevada sensibilidade, seletividade e nível 

de interferente relativamente baixo, apesar da complexidade da matriz. 

 

Tabela 3 – Experimentos de recuperação de diferentes carbamatos em extratos de tomate e de 

alface, obtidos pelo método QuEChERS, usando LAC-EPNC como biossensor. Condições 

experimentais: tempo de incubação de 60 minutos, 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em 

meio de tampão BR pH 5,0, f = 50 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 2 mV 

Parâmetro 

Carbamatos estudados 

CBF FMT PMB 

Fortificação 1                     

(mg kg
-1

) 

0,21 0,11 0,47 

Recuperação em           

tomate (%) 
95,7 ± 0,1 93,7 ± 0,2 94,6 ± 0,1 

Recuperação em             

alface (%) 
93,3 ± 0,4 93,1 ± 0,5 91,0 ± 0,1 

Fortificação 2                     

(mg kg
-1

) 

1,64 0,85 2,36 

Recuperação em           

tomate (%) 
98,8 ± 0,3 98,4 ± 0,3 101,0 ± 0,3 

Recuperação em             

alface (%) 
98,1 ± 0,3 97,8 ± 0,3 98,7 ± 0,3 

Fonte: autoria própria. 



79 

 

Figura 9 – Influência da provitamina A, vitamina B1, vitamina C e glicose no sinal eletroquímico 

obtido com a oxidação de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

sobre o biossensor LAC-EPNC, em tampão 

BR pH 5,0, empregando f = 50 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 2 mV, para razões substrato:interferente de 

1:10, 1:1 e 10:1 (n/n) 

 

Fonte: autoria própria. 

 

5.2 Determinação eletroanalítica de carbamatos em tomate e batata 

 

5.2.1 Desenvolvimento do biossensor enzimático LAC/AP/EPG 

 

5.2.1.1 Caracterização do grafeno 

 

Assim como MWCNT, o grafeno é outra nanoestrutura de carbono com excepcionais 

propriedades elétricas para ser utilizado na configuração eletródica de biossensores.
62,63,87,95

 

Partindo deste princípio, o segundo dispositivo contemplado neste trabalho utilizou eletrodo de 

pasta de grafeno (EPG) como suporte eletródico. As imagens obtidas por TEM, que podem ser 
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vistas na Figura 10, confirmaram a esfoliação da grafite em N-metil-2-pirrolidona, onde folhas de 

grafeno com poucas camadas são observadas.  

 

Figura 10 – Microscopia eletrônica de transmissão das folhas de grafeno, exibindo (A) forma e 

(B) espessura irregulares, em diferentes ampliações. (C) Espectro fotoeletrônico de raios-X 

indicando a composição da superfície das folhas de grafeno 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: autoria própria. 

 

Pela Figura 10A, também pode ser constatado que a morfologia desse material não era 

uniforme. O processo de esfoliação produziu grafeno com poucas camadas, com forma e tamanho 

irregulares, que variaram entre ~ 500 nm e ~ 1,5 µm. A Figura 10B apresenta imagem obtida em 

maior ampliação, onde podem ser constatadas variações na espessura desse nanomaterial.  

Análises realizadas por XPS indicaram que a superfície do grafeno era composta de 

87,0% de carbono, 12,5% de oxigênio e 0,50% de nitrogênio. A Figura 10C ilustra um espectro 

representativo dos resultados obtidos. A baixa porcentagem de oxigênio confirmou a presença de 

grafeno reduzido. A presença de nitrogênio pode ser atribuída a uma pequena contaminação por 

N-metil-2-pirrolidona.  

A 

B 

C 
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Outro parâmetro importante considerado foi a influência do estado de oxidação do 

grafeno em relação à resposta eletroquímica do substrato 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 em meio de 

tampão BR pH 5,0. O grafeno oxidado (46,8% de oxigênio por XPS) foi sintetizado a partir do 

grafeno reduzido, conforme descrito no item 4.2. No entanto, constatou-se que o sinal analítico 

observado com o grafeno reduzido é praticamente duas vezes maior que para o grafeno oxidado, 

provavelmente devido à forte interação π-π predominante na forma reduzida. Essa interação 

favoreceu a deslocalização eletrônica, indicando que o estado reduzido do grafeno foi mais 

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

 

5.2.1.2 Proporção de grafeno na pasta de carbono 

 

A proporção adequada de grafeno (0, 10, 15, 20, 25 e 30%, m/m) na composição da pasta 

de grafite espectroscópico (pó de grafite espectroscópico e óleo de parafina na proporção 70:30% 

m/m) foi investigado por VC a 50 mV s
-1

, utilizando-se 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato 

em meio de tampão BR pH 5,0, de -0,2 a 0,6 V. Nessas condições, o comportamento 

eletroquímico do 4-AMF foi representado por um par redox bem definido, registrado em 0,28 V 

(processo anódico) e 0,15 V (processo catódico), correspondendo à sua conversão a um 

intermediário imino-quinona, por mecanismo quase-reversível envolvendo 2H
+
 e 2e

-
, conforme 

descrito no item 4.1.1.2.
81

 

Como pode ser observado na Figura 11, a presença de grafeno na composição da pasta 

promoveu aumento significativo da reversibilidade do processo, menor separação entre os 

potenciais de pico, aumento das correntes de pico e efeito catalítico do processo redox. Segundo 

Pumera et al., este efeito pode ser atribuído aos sítios reativos existentes nos defeitos/ranhuras 

localizados nas extremidades das folhas de grafeno, que conferem elevada constante de 

transferência eletrônica (k  0,01 cm s
-1

) aos sensores. A ausência de defeitos/ranhuras nas folhas 

de grafeno, como acontece no plano basal das nanoestruturas, tornam a constante de transferência 

eletrônica praticamente nula (k < 1,0×10
-9

 cm s
-1

).
144

 Considerando que os valores mais intensos 

de corrente foram observados para EPG contendo 20% do material (m/m), esta proporção foi 

selecionada para o desenvolvimento dos biossensores enzimáticos. 
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Figura 11 – Voltamogramas cíclicos de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 obtidos sobre eletrodo de pasta 

de grafite não modificado (linha vermelha) e na presença de diferentes porcentagens de grafeno 

(m/m, linhas pretas), a 50 mV s
-1

 em meio de tampão BR pH 5,0 
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Fonte: autoria própria. 

 

5.2.1.3  Eletrodeposição e ativação dos filmes de Azul da Prússia 

 

Apesar do EPG não modificado possuir características interessantes como sensor 

eletroquímico, a imobilização direta de elementos de biorreconhecimento, como as enzimas, é um 

tanto limitada, em virtude da baixa aderência do material biológico, facilidade de lixiviação e 

baixa estabilidade do dispositivo.
128

 Sabendo que filmes de AP, quando utilizados em meio ácido, 

são considerados excelentes suportes para a imobilização enzimática, sua inserção na 

configuração eletródica do sensor foi investigada. A eficiência da eletrodeposição dos filmes de 

AP sobre EPG foi representada por um par redox, registrado em 0,20 V (pico anódico) e 0,15 V 

(pico catódico), que corresponde à redução de AP em Branco da Prússia, conforme descrito no 

seguinte esquema: 
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Fe4
III[FeII(CN)6]3  +  4K+  +  4e- K4Fe4

II[FeII(CN)6]3                  
(Azul da Prússia)                                              (Branco da Prússia) 

(10) 

 

 

Diferentes tempos de eletrodeposição de AP sobre EPG foram investigados, conforme 

ilustrado na Figura 12. A presença de picos definidos e reprodutíveis (ΔEp ≈ 60 mV) são próprios 

da estabilidade e cinética eletródica rápida do eletrodepósito.
128,145

 O perfil característico dos 

filmes de AP já era observado com apenas 5 s de eletrodeposição, sugerindo rápida modificação 

da superfície de trabalho. As correntes de pico anódica e catódica aumentaram linearmente até 20 

s de eletrodeposição (inserção da Figura 12). A adoção de tempos maiores afetou negativamente 

a resistência à transferência de carga (Rtc) do dispositivo, reduzindo a sensibilidade do 

procedimento. 

 

Figura 12 – Voltamogramas cíclicos dos filmes de AP sobre EPG, com tempos de 

eletrodeposição de (a) 5, (b) 10, (c) 15, (d) 20, (e) 30 e (f) 40 s, e ativados em solução equimolar 

(0,1 mol L
-1

) de KCl e de HCl, a 40 mV s
-1
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Fonte: autoria própria. 
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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 

eletrodeposição, associado com a espessura da camada de AP eletrodepositada sobre EPG. 

Considerando que o filme de AP obtido com 20 s de eletrodeposição apresentou estabilidade e 

reprodutibilidade superior aos obtidos em intervalos de tempo superior, além de Rtc (607 Ω) 

moderada, este tempo foi selecionado como condição otimizada para a construção do dispositivo. 

O sensor resultante foi denominado como AP/EPG. 

 

Figura 13 – Diagramas de Nyquist obtidos para redução de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

sobre 

AP/EPG, em meio de tampão BR pH 5,0, aplicando 0,20 V na faixa de frequência de 10
-1

 a 10
5
 

Hz, com amplitude de perturbação de 5,0 mV 
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Fonte: autoria própria. 

 

5.2.1.4 Imobilização da enzima lacase 

 

É importante ressaltar que, em meio neutro ou alcalino, os filmes de AP têm importante 

limitação por serem altamente solúveis, necessitando que este receba nova camada protetora 

(Nafion
®

, polipirrol, polianilina ou quitosana) para impedir sua lixiviação.
135,146

 No entanto, em 
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condições ácidas, este policristal é insolúvel e altamente estável, permitindo, em alguns casos, a 

imobilização direta dos elementos de biorreconhecimento.  

Neste trabalho, a otimização da concentração de LAC (5,00; 7,50; 10,0; 12,5 e 15,0 U 

mL
-1

) foi realizada com base na intensidade de Ip obtida com a catálise da oxidação de 4-AMF 

4,75×10
-5

 mol L
-1

 em tampão BR pH 5,0, para um tempo incubação de 30 minutos. A 

imobilização se deu diretamente sobre AP/EPG por drop coating (200 µL da solução enzimática), 

sem a necessidade de qualquer reagente para cross-linking, com aumento nos valores de corrente 

até 10 U mL
-1

. Os biossensores construídos com elevadas concentrações de LAC se mostraram 

mais capacitivos, reduzindo os valores de Ip e comprometendo seu desempenho como dispositivo 

analítico. Deste modo, o biossensor enzimático LAC/AP/EPG foi construído pela imobilização 

direta de 10 U mL
-1

 da enzima LAC. 

 

5.2.2 Caracterização eletroquímica do biossensor enzimático 

 

Ensaios realizados por VOQ mostraram que, na ausência da enzima, o processo de 

redução do 4-AMF (+0,1 V) é mais intenso para EPG não modificado quando comparado ao 

AP/EPG, sugerindo aumento na capacitância do sistema, como ilustrado na Figura 14. No 

entanto, na presença de LAC, o processo de redução (-0,05 V) foi maior para LAC/AP/EPG em 

comparação a LAC/EPG, mostrando que os filmes de AP possuem um efeito sinergético positivo 

na configuração eletródica e na sensibilidade do dispositivo. Em geral, a modificação de sensores 

por filmes de AP atribui maior área superficial, permitindo que maior quantidade de LAC seja 

imobilizada e, consequentemente, maior seja a concentração do substrato oxidado e a intensidade 

do processo redox observada. 

Com a estabilização do biossensor em 30 minutos e após 20 ciclos consecutivos, foi 

constatada a redução de 28% do sinal analítico para LAC/EPG, enquanto que para LAC/AP/EPG 

foi de apenas 7%, indicando maior estabilidade para este último dispositivo. Esse resultado 

também mostrou que filmes de AP também conferiram maior aderência da enzima em 

comparação à EPG não modificado. 

 

 

 



86 

 

Figura 14 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos para redução de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 

sobre EPG (linha vermelha), AP/EPG (linha azul), LAC/EPG (linha verde) e LAC/AP/EPG 

(linha preta) em meio de tampão BR pH 5,0, empregando f = 100 s
-1

, a = 50 mV e ΔEs = 2 mV 
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Fonte: autoria própria. 

 

A partir dos diagramas de Nyquist apresentados na Figura 15, obtidos para a redução de 

4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

, em meio de tampão BR pH 5,0; antes e após a catálise enzimática, 

também foi possível obter informações acerca da resistência à transferência de carga (Rtc) dos 

diferentes dispositivos. EPG não modificado apresentou comportamento praticamente linear, 

característico de processos controlados por difusão, mas a eletrodeposição de AP proporcionou o 

surgimento de um arco capacitivo (Rtc = 90 Ω), decorrente do aumento da resistência à 

transferência de carga. Por outro lado, com a etapa de imobilização da enzima, o efeito capacitivo 

foi menor para LAC/AP/EPG (Rtc = 267 Ω) quando comparado à LAC/EPG (Rtc = 396 Ω), 

corroborando os dados obtidos por VOQ. Vale ressaltar que o aumento dos arcos capacitivos são 

indícios do sucesso na imobilização das respectivas camadas.
140

 Portanto, os resultados exibidos 

mostraram que LAC/AP/EPG possui configuração eletródica e sensibilidade mais adequadas para 

ser utilizado como dispositivo analítico. 
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Figura 15 – Diagramas de Nyquist obtidos para redução de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

sobre EPG, 

AP/EPG, LAC/EPG e LAC/AP/EPG em meio de tampão BR pH 5,0, na faixa de frequência de 

10
-1

 a 10
5
 Hz, aplicando 0,20 V na ausência e -0,01 V na presença de LAC 
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Fonte: autoria própria. 

 

5.2.3 Otimização dos parâmetros operacionais e voltamétricos 

 

O efeito catalítico das enzimas é fortemente influenciado pelo pH do meio, sendo que a 

atividade das lacases estende-se do meio ácido ao levemente básico.
88

 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 Ip até pH 5,0, 

acompanhado de deslocamento linear de Ep para valores mais negativos. Além disso, foi 

constatado que, para tempo de incubação de 30 minutos, a catálise completa da reação só foi 

observada no intervalo de pH entre 4,0 e 6,0, correspondente à faixa de trabalho onde se obtém a 

maior atividade de LAC, sendo pH 5,0 a condição otimizada.
122,147

 

 Diferentes concentrações de LAC (5,00; 7,50; 10,0; 12,5 e 15,0 U mL
-1

) foram utilizadas 

para avaliar a proporção a ser imobilizada sobre AP/EPG. Aumento significativo nos valores de 

Ip foram observados até 10 U mL
-1

, havendo decaimento em valores superiores, provavelmente, 

devido ao aumento da resistência ôhmica do dispositivo, que dificultou a transferência de carga. 
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O tempo de incubação foi otimizado em um intervalo de 60 minutos, de modo que boa 

estabilidade do sinal analítico (-0,05 V) já era observada ao longo de 30 minutos. Portanto, as 

melhores condições operacionais obtidas para LAC/AP/EPG foram: pH 5,0, concentração da 

solução enzimática de 10 U mL
-1

 e tempo de incubação de 30 minutos. 

A quantificação dos CBM foi realizada por VOQ. Para isso, os parâmetros que afetam o 

sinal eletroquímico nesta técnica (frequências de 10 a 300 s
-1

, amplitudes de 10 a 60 mV e 

incrementos de 1 a 8 mV) foram otimizados, a fim de se obter o máximo de sensibilidade 

analítica em termos de intensidade de Ip, deslocamento de Ep e aumento da ΔEp/2. Os valores 

otimizados foram: f = 100 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs= 3 mV. 

 

5.2.4 Curvas analíticas e figuras de mérito 

 

Com base na inibição do pico analítico (-0,05 V) referente à redução da p-benzoquinona, 

produto da oxidação catalítica do 4-AMF, foram construídas curvas analíticas 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 analíticas apresentaram ampla região linear, 

com reduzida dispersão dos dados, onde os valores de r variaram entre 0,9989 e 0,9997. A maior 

sensibilidade foi obtida para CBR (LD 5,50×10
-9

 mol L
-1

; 0,001 mg kg
-1

), mas resultados 

aceitáveis também foram encontrados para os demais pesticidas, variando de 1,00×10
-7

 mol L
-1

 

(0,022 mg kg
-1

) para CBF a 6,12×10
-7

 mol L
-1

 (0,013 mg kg
-1

) para FMT.  

As diferentes porcentagens de inibição estão diretamente relacionadas com o nível de 

toxicidade de cada composto para com a atividade enzimática.
111,113,119

 A Figura 16 ilustra 

exemplos de curvas analíticas obtidas para os CBM, com diferentes níveis de inibição do sinal 

analítico. Em todos os casos, a sensibilidade obtida atendeu às exigências das agências de 

controle de qualidade e segurança alimentar brasileira (ANVISA) e europeia (AESA) para avaliar 

se os resíduos de CBM presentes em hortaliças estão dentro dos limites máximos pré-

estabelecidos,
141,142

 ou seja, de 0,1 a 3,0 mg kg
-1 

para tomate e de 0,05 a 0,1 mg kg
-1

 para batata. 

Em outras palavras, os valores de LD e LQ obtidos permitem quantificar valores de CBM muito 

menores que o LMR exigido pela legislação vigente, reafirmando a elevada sensibilidade do 

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

biossensor. Condições experimentais: tempo de incubação de 30 minutos, 4-AMF 4,75×10
-5

 mol 

L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,0, f = 100 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 3 mV 

Parâmetro 
Carbamatos estudados 

CBF CBR FMT PMB ZRM 

Faixa de 

Concentração 

(mol L
-1

) 

4,98×10
-7      

a 

5,88×10
-6

 

7,44×10
-8     

a 

8,47×10
-7

 

2,49×10
-7         

a 

4,76×10
-6

 

2,99×10
-7       

a 

5,66×10
-6

 

2,49×10
-8        

a 

5,66×10
-7

 

Intercepto 

(% de inibição) 
0,50 1,69 4,01 5,95 3,40 

IC do Intercepto 3,28×10
-3

 1,11×10
-2

 1,05×10
-3

 3,90×10
-2

 2,23×10
-2

 

Inclinação 

(% de inibição  

mol
-1

 L) 

3,53×10
6
 1,66×10

8
 8,34×10

6
 2,16×10

7
 2,02×10

8
 

IC da Inclinação 2,31×10
4
 1,09×10

6
 3,89×10

4
 1,42×10

5
 1,32×10

6
 

r 0,9993 0,9989 0,9990 0,9997 0,9993 

LD (mol L
-1

) 1,01×10
-7

 5,54×10
-9

 6,67×10
-8

 3,10×10
-8

 5,20×10
-9

 

LD (mg kg
-1

) 0,022 0,001 0,017 0,007 0,002 

LQ (mol L
-1

) 3,38×10
-7

 1,85×10
-8

 2,22×10
-7

 1,03×10
-7

 1,73×10
-8

 

LQ (mg kg
-1

) 0,074 0,003 0,057 0,024 0,006 

Repetibilidade 

(intra-day, %DPR) 
2,1 3,3 2,9 2,5 1,8 

Repetibilidade 

(inter-day, %DPR) 
3,4 3,8 3,4 2,9 2,4 

Reprodutibilidade 

(%DPR) 
6,3 4,8 4,1 4,9 5,0 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 16 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos com biossensor LAC/AP/EPG para 

diferentes concentrações de (A) carbofurano, (B) carbaril, (C) formetanato, (D) pirimicarbe e (E) 

ziram, usando 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,0, 

empregando f = 100 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 3 mV. As inserções se referem às curvas analíticas 

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

 

Os testes de repetibilidade intra-day e inter-day foram realizados com 4-AMF 4,75×10
-5

 

mol L
-1

, em meio de tampão BR pH 5,0 e na presença dos CBM (1,96×10
-7

 mol L
-1

 para CBR e 

ZRM e 1,96×10
-6

 mol L
-1

 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 inserções da Figura 16. Os testes de reprodutibilidade 

também foram satisfatórios, 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 condições e armazenados a ±4,0 ºC. Houve redução de 9,3% do sinal analítico, 

indicando que a atividade da enzima no biossensor é mantida por um período aceitável.
90

 Deste 

modo, pode-se concluir que o biossensor LAC/AP/EPG possui possibilidades de emprego como 

ferramenta analítica, com destaque para sua facilidade de preparação, sensibilidade, estabilidade, 

precisão das medidas, além de tempo de análise relativamente curto. 
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5.2.5 Experimentos de recuperação e estudo de interferentes 

 

LAC/AP/EPG foi utilizado para quantificar CBM em extratos de tomate e de batata, 

obtidos pelo método QuEChERS,
133,134

 em dois níveis de fortificação, 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, reforçando a sensibilidade do método.  

 

Tabela 5 – Experimentos de recuperação de diferentes carbamatos em extratos de tomate e de 

batata, obtidos pelo método QuEChERS, usando LAC/AP/EPG como biossensor. Condições 

experimentais: tempo de incubação de 30 minutos, 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em 

meio de tampão BR pH 5,0, f = 100 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 3 mV 

Parâmetro 
Carbamatos avaliados 

CBF CBR FMT PMB ZRM 

Fortificação 1 

(mg kg
-1

) 

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

Recuperação em 

tomate (%) 
90,2 ± 0,1 92,7 ± 0,4 94,6 ± 0,1 96,9 ± 0,1 97,6 ± 0,1 

Recuperação em 

batata (%) 
94,0 ± 0,3 95,0 ± 0,4 91,0 ± 0,1 97,0 ± 0,1 98,0 ± 0,1 

Fortificação 2 

(mg kg
-1

) 
0,54 0,06 0,64 0,58 0,10 

Recuperação em 

tomate (%) 
95,8 ± 0,1 97,5 ± 0,5 97,1 ± 0,3 100,3 ± 0,2 101,1 ± 0,3 

Recuperação em 

batata (%) 
96,1 ± 0,2 97,7 ± 0,4 95,8 ± 0,1 98,5 ± 0,1 100,8 ± 0,1 

Fonte: autoria própria. 

 

Esses valores foram comparáveis aos obtidos por outros autores, usando biossensores 

enzimáticos à base de acetilcolinesterase (AChE) para quantificar CBF, CBR e PMB.
104,113

 Bucur 

et al.
113

 desenvolveram biossensores amperométricos constituídos por eletrodos impressos 
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modificados com 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano, seguido da incorporação de mutantes da 

AChE extraída de Drosophila melanogaster, para determinar CBF, CBR e PMB em águas de 

abastecimento contaminadas. Os maiores valores de REC de CBF (87%; fortificação de 5,0×10
-9

 

mol L
-1

), CBR (90%; fortificação de 5,0×10
-8

 mol L
-1

) e PMB (91%; fortificação de 1,0×10
-7

 mol 

L
-1

) foram obtidos com os dispositivos modificados com os mutantes Y370A, I199V e E69W, 

respectivamente. Caetano e Machado
104

 desenvolveram um método altamente robusto e com 

baixo nível de interferentes para determinar CBR em tomates, sem qualquer tratamento prévio. O 

dispositivo era constituído de eletrodos de pasta de carbono modificados com AChE, permitindo 

valores de recuperação equivalentes a 83,4%, para nível de fortificação de 5,0×10
-5

 mol L
-1

.  

No caso de FMT, Ribeiro et al.
148

 utilizaram eletrodo de ouro modificado com NpAu e 

LAC, imobilizada por cross-linking com glutaraldeído, para quantificar este CBM em extratos 

QuEChERS de frutas. Os valores de REC variaram entre 96,1 e 108,6% em amostras de manga 

(contaminações de 0,49-1,70 mg kg
-1

) e entre 95,5 e 99,8% em amostras de uva (contaminações 

de 0,73-1,70 mg kg
-1

). Nenhum biossensor para ZRM foi encontrado até o momento. 

Considerando que o tomate e a batata são importantes fontes de β-caroteno (provitamina 

A), tiamina (vitamina B1) e ácido ascórbico (vitamina C), esses compostos foram testados como 

possíveis interferentes. Os experimentos de VOQ foram realizados na presença de diferentes 

razões (1:10, 1:1 e 10:1, v/v) entre os interferentes e o substrato (4,75×10
-5

 mol L
-1

), sendo os 

resultados expressos como bias (%) e apresentados na Figura 17. A vitamina B1 não mostrou 

nenhum efeito significativo, havendo perda no sinal de apenas 5,3 ± 0,1% para a maior razão 

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 níveis testados. 

Todavia, essa proporção de interferente é um caso extremo, dificilmente encontrada em 

condições naturais para a massa de vegetal (10 g) trabalhada, mas que atesta a aplicabilidade da 

metodologia. Portanto, utilizando o procedimento proposto, foi possível determinar traços de 

CBM com a seletividade e exatidão necessárias, mesmo na presença de potenciais interferentes. 
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Figura 17 – Influência da provitamina A, vitamina B1 e vitamina C no sinal eletroquímico obtido 

com a oxidação de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

sobre o biossensor LAC-EPNC, em tampão BR pH 

5,0, empregando f = 100 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 3 mV, para razões substrato:interferente de 1:10, 

1:1 e 10:1 (n/n) 

 

Fonte: autoria própria. 

 

5.3 Determinação eletroanalítica de carbamatos em frutas cítricas 

 

5.3.1 Desenvolvimento do biossensor bi-enzimático LAC-TIR-NpAu-CS/EPG 

 

5.3.1.1 Proporção de nanopartículas de ouro e quitosana no material compósito 

 

 Inicialmente, é necessário informar que EPG (20% de grafeno, m/m) foi o sensor utilizado 

para a modificação com o filme híbrido, preparado nas condições descritas no item 5.2.1.2. Os 

ensaios eletroquímicos foram conduzidos em tampão BR pH 5,5, utilizando 4-AMF 4,75×10
-5
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após a catálise enzimática, foram utilizados para avaliar o desempenho do biossensor bi-

enzimático. 

 Retomando as discussões acerca do material compósito, é conhecido na literatura que a 

quitosana (CS) sofre um processo de geleificação abaixo do seu pKa (≈ 6,5), devido à protonação 

dos grupos amínicos.
146

 Nestas condições, este material também pode ser utilizado como veículo 

para eletroimobilizar enzimas e outros elementos de biorreconhecimento, por sua adequada 

biocompatibilidade e habilidade como reagente para cross-linking.
149,150 Por outro lado, é 

necessário enriquecer a matriz com materiais condutores para contornar os problemas 

relacionados com sua elevada resistência elétrica. Neste trabalho, a matriz de CS em pH 5,5 foi 

modificada com nanopartículas de ouro (NpAu) para superar esta limitação. 

Os testes de eletrodeposição da CS, na ausência e na presença do nanomaterial, foram 

realizados aplicando -1,5 V por 200 s.
130 Constatou-se que a eletroimobilização da matriz de CS 

não modificada proporcionou redução substancial dos valores de corrente para o processo redox 

do 4-AMF, devido às propriedades isolantes deste biopolímero. Influência da proporção de NpAu 

(10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70% v/v) no material compósito também foi investigada. Os resultados 

indicaram aumento linear de Ip proporcional à quantidade de NpAu em todo o intervalo estudado, 

mas acima de 40% v/v a matriz polimérica se tornou menos consistente e mais susceptível à 

lixiviação. Pelo fato do material compósito contendo NpAu 40% v/v ter apresentado incrementos 

nos valores de Ip da ordem de duas vezes em comparação à matriz de CS não modificada, 

mostrando uma contribuição positiva para a sensibilidade do sensor, denominado doravante de 

NpAu-CS,  essa foi a proporção selecionada. 

 

5.3.1.2 Proporção das enzimas lacase e tirosinase no material compósito 

 

 Em seguida, a proporção das enzimas lacase (LAC) e tirosinase (TIR) a ser acrescentada 

ao compósito NpAu-CS foi otimizada. Nesse trabalho, o processo correspondente à redução de p-

benzoquinona em p-hidroquinona (-0,05 V) foi, mais uma vez, utilizado para monitorar a 

eficiência do processo catalítico do sistema bi-enzimático proposto. 

A Figura 18A apresenta as variações de Ip para os biossensores construídos com a adição 

de LAC(s) e de TIR(s) isoladamente e com a mistura dessas enzimas em diferentes proporções 

(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(s) é majoritária, com máximo obtido na 

proporção entre LAC(s) e TIR(s) de 2:1 (m/m). 

 

Figura 18 – (A) Intensidade das correntes de pico obtidas para biossensores com diferentes 

proporções de LAC(s) e TIR(s) (m/m), usando 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato, em meio 

de tampão BR pH 5,5. (B) Comportamento eletroquímico de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 sobre 

biossensores LAC-TIR/EPG (linha vermelha), LAC-TIR-CS/EPG (linha azul) e LAC-TIR-

NpAu-CS/EPG (linha preta), em tampão BR pH 5,5 
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Fonte: autoria própria. 

 

Houve efeito sinergístico entre LAC e TIR para oxidação catalítica do 4-AMF, ampliando 

o sinal analítico e indicando que a resposta obtida com biossensores bi-enzimáticos foi maior que 

com mono-enzimáticos. Assim, para a construção do biossensor bi-enzimático LAC-TIR-NpAu-

CS/EPG utilizou-se a proporção de 2:1 (LAC(s):TIR(s), m/m), igual a 0,3% m/m da massa total do 

material compósito. 

Diferentes biossensores também foram construídos por drop coating, usando solução 

composta por 20 U mL
-1

 de LAC e 10 U mL
-1

 de TIR, para avaliar a imobilização enzimática 

sobre EPG, CS/EPG e NpAu-CS/EPG, e a viabilidade das nanopartículas. Como pode ser 
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observado na Figura 18B, os valores de Ip obtidos para LAC-TIR-NpAu-CS/EPG foram até três 

vezes maiores que os obtidos por LAC-TIR/EPG e por LAC-TIR-CS/EPG, reafirmando a 

importância de NpAu no desempenho analítico do dispositivo. 

 

5.3.2 Caracterização eletroquímica do biossensor bi-enzimático 

 

 A caracterização eletroquímica 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 

4,75×10
-5

 mol L
-1

 em meio de tampão BR pH 5,5, antes e após a catálise enzimática. Para EPG 

não modificado, foi observado comportamento linear (linha a) para a relação entre impedância 

real e imaginária, sugerindo que o processo redox foi controlado por difusão. Quando a matriz de 

CS foi eletrodepositada sobre EPG, um arco capacitivo foi observado (Rtc = 767 Ω, linha b), em 

decorrência do aumento na resistência à transferência de carga, fato comum para biopolímeros 

não condutores.
130,131

 No entanto, quando a matriz de CS foi enriquecida com NpAu (linha c), o 

arco capacitivo diminuiu pronunciadamente(Rtc = 407 Ω), mostrando que NpAu desempenharam 

importante papel na condutividade do filme híbrido.
86,130

  

Com relação à imobilização das polifenoloxidases, foram investigadas três alternativas: 

dispersão no compósito NpAu-CS (linha d), imobilização direta sobre o EPG (linha e) por drop 

coating (solução contendo 20 U mL
-1

 de LAC e 10 U mL
-1

 de TIR) e dispersão na matriz de CS 

não modificada (linha f). O menor arco capacitivo foi observado para LAC-TIR-NpAu-CS/EPG 

(Rtc = 527 Ω), ou seja, quando LA  e T   foram dispersas diretamente no compósito NpAu-CS 

(linha d). Isso sugere maior sensibilidade deste dispositivo em comparação com LAC-TIR/EPG 

(linha e) e com LAC-TIR-CS/EPG (linha f). Esses dados corroboraram os resultados obtidos por 

VC em relação à presença de NpAu na configuração eletródica do dispositivo.  

Complementando esta discussão, na inserção da Figura 19 está apresentado o 

comportamento geral observado pelos diagramas de Bode para os diferentes biossensores bi-

enzimáticos construídos com LAC e TIR por diferentes estratégias de imobilização. Em geral, 

para a relação entre o ângulo de fase () e o logaritmo da frequência (log f), foram constatadas 

apenas alterações na intensidade do pico observado em altas frequências, em virtude das 

alterações na Rtc, mas que comprova que o dispositivo contendo NpAu possui menor resistência 

ôhmica frente aos demais. Em síntese, com base nos dados obtidos por VC e EIE, o biossensor 
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bi-enzimático LAC-TIR-NpAu-CS/EPG apresentou a configuração eletródica mais adequada 

como dispositivo analítico. 

 

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 frequência de 

10
-1

 a 10
5
 Hz. Condições experimentais: 4-AMF 4,75×10

-5
 mol L

-1
 em meio de tampão BR pH 

5,5, potencial de condicionamento de 0,2 V na ausência e -0,01 V na presença das enzimas. A 

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

redox do 4-AMF sobre as diferentes superfícies 

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

0

200

400

600

800

-1 0 1 2 3 4 5

0

5

10

15

20
|Z

| 
/ 



 1

0
3

log f

12

24

36

48

60
 

 

f

e

d

c

b

 

 

- 
Z

" 
/ 


Z' / 

a

 

Fonte: autoria própria. 

 

 

5.3.3 Otimização dos parâmetros operacionais e voltamétricos 

 

Embora LAC e TIR sejam enzimas do grupo das polifenoloxidases, as faixas de pH onde 

o máximo de atividade de LAC (2,0 – 6,0) e de TIR (5,0 – 8,0) são observadas são distintas.
151,152

 

Com base em estudos prévios com polifenoloxidases das mesmas fontes que as utilizadas neste 

trabalho,
88,121,122,151,152

 foi estabelecido o intervalo de pH entre 4,0 e 7,0 a ser otimizado, como 

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

mistura previamente otimizada. 
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Figura 20 – Relações entre correntes de pico e pH para a reação catalítica de 4-AMF 4,75×10
-5

 

mol L
-1

 em tampão BR pH 5,5, obtidas sobre LAC-NpAu-CS/EPG (quadrados), TIR-NpAu-

CS/EPG (círculos) e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG (triângulos) a 50 mV s
-1

 e tempo de incubação de 

15 minutos 
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Fonte: autoria própria. 

 

Para LAC-NpAu-CS/EPG e TIR-NpAu-CS/EPG, registrou-se um máximo de corrente em 

pH 5,0 e 6,0, respectivamente, sugerindo o valor de pH onde a atividade enzimática é máxima. 

No entanto, quando LAC e TIR são utilizadas de forma conjunta (LAC-TIR-NpAu-CS/EPG), o 

máximo é observado em pH 5,5. A intensidade da resposta obtida para o biossensor bi-

enzimático 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 contribuição do sistema bi-enzimático 

na amplificação do sinal analítico. Em todos os casos, o aumento de pH proporcionou 

deslocamento não linear de Ep para valores mais negativos. Portanto, pH 5,5 foi estabelecido 

como ótimo para o uso de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG como dispositivo analítico. 

A atividade catalítica de cada enzima, bem como da mistura entre elas, também pode ser 

estudada com base na equação de Michaelis-Menten.
139

 Em Eletroquímica, esta expressão pode 

ser algebricamente rearranjada para a equação de Lineweaver-Burk, que relaciona os valores de 

corrente com a concentração do substrato: 

 

  
 

             

    
 

 

 
 

 

    
 

(11) 
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em que Is é a corrente de estado estacionário após a adição do substrato, Imax corresponde ao 

máximo de corrente obtido na faixa linear, Km (aparente) é a constante de Michaelis-Menten e C 

representa a concentração do substrato na solução. Quanto menor for o valor de Km (aparente), maior 

será a atividade catalítica para dado sistema. Aplicando os valores obtidos, encontrou-se valores 

de Km (aparente) relativamente próximos 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 catalítica 

para o último sistema. 

 Considerando que a segunda etapa da oxidação do 4-AMF é lenta (determinante da 

velocidade da reação) e corresponde ao estágio em que o pico analítico (-0,05 V) é estabilizado, o 

tempo de incubação é outro parâmetro 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 estabilização do sinal, não houve 

necessidade de tempo de estabilização entre as medidas. Em síntese, os parâmetros 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 enzimática de LAC e de TIR 

(2:1, m/m), correspondendo a 0,3% m/m da massa total do material compósito, sendo que o 

desempenho ótimo foi alcançado em pH 5,5 e com tempo de incubação de 15 minutos. 

Os parâmetros da VOQ (frequências de 10 a 300 s
-1

, amplitudes de 10 a 60 mV e 

incrementos de 1 a 8 mV) foram otimizados para a possível quantificação dos CBM em nível de 

traços. A otimização teve por base a intensidade de Ip, deslocamento dos valores de Ep, aumento 

de ΔEp/2 e alterações na relação sinal/ruído. Constatou-se que a sensibilidade do sinal analítico foi 

mais pronunciada com f = 100 s
-1

, a = 40 mV e ΔEs = 3 mV. 

 

5.3.4 Curvas analíticas e figuras de mérito 

 

O desempenho analítico do biossensor bi-enzimático LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para a 

quantificação dos carbamatos carbaril (CBR), formetanato (FMT), propoxur (PPX) e ziram 

(ZRM) foi investigado, aliando as condições operacionais e voltamétricas descritas, com base na 

inibição do processo de redução do 4-AMF (conversão 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 analíticas, apresentadas na Figura 21, foram construídas seguindo o mesmo 

princípio de inibição dos biossensores mono-enzimáticos LAC-EPNC e LAC/AP/EPG, havendo 

alterações com relação à sensibilidade alcançada com LAC-TIR-NpAu-CS/EPG e à toxicidade de 

cada pesticida. Em geral, obteve-se ampla região linear e baixa dispersão dos dados (r variando 

entre 0,9988 e 0,9995), permitindo a análise de traços de CBM. A maior sensibilidade em termos 

de LD e de LQ foi observada para CBR (LD = 1,98×10
-8

 mol L
-1

 e LQ = 6,60×10
-8

 mol L
-1

) e 

ZRM (LD = 1,98×10
-8

 mol L
-1

 e LQ = 6,60×10
-8

 mol L
-1

), embora valores aceitáveis também 

tenham sido encontrados para FMT (LD = 2,15×10
-7

 mol L
-1

 e LQ = 7,17×10
-7

 mol L
-1

) e PPX 

(LD = 1,98×10
-8

 mol L
-1

 e LQ = 6,60×10
-8

 mol L
-1

), por alcançarem os LMR pré-estabelecidos 

(0,05 – 0,5 mg kg
-1

) pelas agências de controle e segurança alimentar brasileira (ANVISA) e 

europeia (AESA) para a análise de CBM em frutas cítricas.
8,30

 

Trabalhos eletroanalíticos com sistemas bi-enzimáticos ainda são restritos. Até o 

momento, não há nenhuma publicação relacionada à determinação de CBM com biossensores bi-

enzimáticos. Mesmo assim, a sensibilidade obtida com LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para a 

determinação de CBR foi similar, ou ainda superior, à mencionada por outros autores que 

utilizaram diferentes sensores ou biossensores (à base de AChE) para a determinação destes 

pesticidas, conforme descrito no item Estado da Arte. 
103,104,106,108-110,112,113,115,116,119,120

 

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 eletroquímica obtida para quatro diferentes dispositivos construídos nas mesmas 

condições experimentais, os valores de %DPR variaram entre 3,2 e 6,5%. A elevada precisão das 

medidas também pode ser constatada pelas barras de erro apresentadas nas inserções da Figura 

21. Em adição, avaliando a estabilidade de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para um período de 20 dias, 

constatou-se redução no sinal analítico de 7,4% em relação à sua resposta inicial. A partir desses 

dados, é possível afirmar que, além de sensibilidade adequada para a análise de CBM, o 

biossensor também possui considerável estabilidade e precisão das medidas.
90
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Tabela 6 – Figuras de mérito para a análise de diferentes carbamatos, usando LAC-TIR-NpAu-

CS/EPG como biossensor bi-enzimático. Condições experimentais: tempo de incubação de 15 

minutos, 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,5, f = 100 s
-1

,    

a = 40 mV e ΔEs = 3 mV 

 Carbamatos estudados 

Parâmetro CBR FMT PPX ZRM 

Faixa de 

Concentração    

(mol L
-1

) 

9,90×10
-8               

a             

2,91×10
-6

 

9,99×10
-7               

a             

2,43×10
-5

 

4,99×10
-7               

a            

1,92×10
-5

 

9,99×10
-8                

a            

3,38×10
-7

 

Intercepto 

(% de inibição) 
3,47 5,62 3,10 2,32 

IC do Intercepto 1,54×10
-2

 2,50×10
-2

 1,38×10
-2

 1,03×10
-2

 

Inclinação 

(% de inibição 

mol
-1

 L) 

3,13×10
7
 1,84×10

6
 1,31×10

6
 2,33×10

8
 

IC da Inclinação 1,39×10
5
 8,20×10

3
 5,84×10

3
 1,03×10

6
 

r 0,9995 0,9992 0,9988 0,9989 

LD (mol L
-1

) 1,98×10
-8

 2,15×10
-7

 1,87×10
-7

 1,68×10
-9

 

LD (mg kg
-1

) 0,004 0,048 0,039 0,001 

LQ (mol L
-1

) 6,60×10
-8

 7,17×10
-7

 6,25×10
-7

 5,62×10
-9

 

LQ (mg kg
-1

) 0,013 0,158 0,131 0,002 

Repetibilidade 

(intra-day, %DPR) 
1,2 2,5 2,8 1,5 

Repetibilidade 

(inter-day, %DPR) 
3,2 4,3 5,8 3,8 

Reprodutibilidade 

(%DPR) 
3,2 5,2 6,5 4,3 

Fonte: autoria própria. 
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Figura 21 – Voltamogramas de onda quadrada obtidos com biossensor LAC/AP/EPG para 

diferentes concentrações de (A) carbofurano, (B) carbaril, (C) formetanato, (D) pirimicarbe e (E) 

ziram, usando 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,0, 

empregando f = 100 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 3 mV. As inserções se referem às curvas analíticas 

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

 

5.3.5 Experimentos de recuperação e estudo de interferentes 

 

O extrato das frutas cítricas (laranja, tangerina e limão) para a análise dos CBM foi obtido 

pelo método QuEChERS.
133,134

 Os ensaisos de recuperação foram realizados pelo método da 

adição de padrão e encontram-se sintetizados na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Experimentos de recuperação de diferentes carbamatos em extratos de laranja, de 

tangerina e de limão, obtidos pelo método QuEChERS, usando LAC-TIR-NpAu-CS/EPG como 

biossensor bi-enzimático. Condições experimentais: tempo de incubação de 15 minutos, 4-AMF 

4,75×10
-5

 mol L
-1

 como substrato em meio de tampão BR pH 5,5, f = 100 s
-1

, a = 40 mV e  

ΔEs = 3 mV 

 
Carbamatos estudados 

Parâmetro CBR FMT PPX ZRM 

Fortificação 1 

(mg kg
-1

) 

0,01 0,63 0,52 0,01 

Recuperação em 

laranja (%) 
96,3 ± 0,4 95,1 ± 0,1 93,9 ± 0,2 95,6 ± 0,4 

Recuperação em 

tangerina (%) 
95,7 ± 0,2 96,3 ± 0,4 94,2 ± 0,1 96,5 ± 0,1 

Recuperação em 

limão (%)
 

94,9 ± 0,1 94,8 ± 0,6 93,8 ± 0,3 95,2 ± 0,2 

Fortificação 2 

(mg kg
-1

) 
0,03 3,14 2,55 0,04 

Recuperação em 

laranja (%) 
96,8 ± 0,1 96,1 ± 0,3 95,6 ± 0,2 97,8 ± 0,3 

Recuperação em 

tangerina (%) 
95,7 ± 0,2 96,6 ± 0,3 96,9 ± 0,2 97,3 ± 0,3 

Recuperação em 

limão (%)
 

94,8 ± 0,1 95,4 ± 0,5 96,2 ± 0,1 97,1± 0,1 

Fonte: autoria própria. 

 

Independente do nível de fortificação investigado, valores satisfatórios de recuperação de 

CBM nas frutas cítricas foram alcançados (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 limão), demonstrando o êxito na utilização do biossensor LAC-TIR-NpAu-CS/EPG aliado ao 

método de extração QuEChERS para a análise desses pesticidas em alimentos naturais. As 
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recuperações obtidas com este dispositivo foram similares, ou ainda superiores, às obtidas com 

outros biossensores enzimáticos à base de AChE para a quantificação de CBM.
103,104,106,108-

110,112,113,115,116,119,120
 Em todos os casos, os maiores valores de %IR foram observados para ZRM, 

enquanto os menores para PPX. Como discutido anteriormente, essas diferenças podem estar 

diretamente relacionadas ao nível de toxicidade de cada carbamato frente às polifenoloxidases 

(LAC e TIR) empregadas na construção do biossensor.
111,113,119

 

Sabendo que laranja, tangerina e limão são importantes fontes de ácido ascórbico 

(vitamina C), ácido cítrico e glucose, estes compostos foram usados como potenciais interferentes 

na resposta analítica de LAC-TIR-NpAu-CS/EPG. Os experimentos foram conduzidos com 

diferentes razões interferente/substrato (1:10, 1:1 e 10:1, n/n) e os resultados expressos como bias 

(%), conforme indicado na Figura 22.  

 

Figura 22 – Influência da vitamina C, ácido cítrico e glicose no sinal eletroquímico obtido com a 

oxidação de 4-AMF 4,75×10
-5

 mol L
-1 

sobre o biossensor LAC-EPNC, em tampão BR pH 5,0, 

empregando f = 50 s
-1

, a = 30 mV e ΔEs = 2 mV, para razões substrato:interferente de 1:10, 1:1 e 

10:1 (n/n) 

 

Fonte: autoria própria. 
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As maiores alterações no sinal foram observadas para o ácido ascórbico, onde, na maior 

razão testada, calculou-se bias = 11,5 ± 0,4%. Considerando esta razão um caso extremo para a 

quantidade de amostra trabalhada (10 g), pode-se dizer que a presença de ácido ascórbico nessas 

frutas não limita a aplicação do procedimento proposto. Ácido cítrico e glucose apresentaram 

menor interferência, havendo perda de 6,5 ± 0,1% e 4,7 ± 0,3%; respectivamente, para a maior 

razão interferente/substrato testada (10:1, n/n). Portanto, estes resultados reforçaram a 

sensibilidade, a seletividade e a precisão da metodologia proposta, indicando que o biossensor bi-

enzimático LAC-TIR-NpAu-CS/EPG pode ser uma estratégia promissora para a análise de CBM 

em frutas cítricas. 

É importante ressaltar que, apesar da sensibilidade obtida com os biossensores LAC-

EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG para a quantificação dos resíduos de CBM em 

hortaliças e em frutas cítricas, estes dispositivos não foram seletivos para diferentes carbamatos 

presentes em uma mesma amostra. Nesse caso, conhecendo os compostos utilizados como 

defensivos em uma dada cultura, esses biossensores poderão ser utilizados para a análise de 

carbamatos totais. 
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6.  CONCLUSÕES 

 

 Este trabalho contemplou o desenvolvimento e caracterização de três biossensores 

enzimáticos que foram aplicados com êxito na determinação eletroanalítica de CBM em 

hortaliças (tomate, alface e batata) e em frutas cítricas (laranja, tangerina e limão). Embora as 

amostras de alimentos naturais sejam complexas, o que limita a aplicação direta dos métodos 

propostos, as vantagens obtidas pela associação da VOQ (baixa contribuição das correntes 

capacitivas) com o método de extração QuEChERS (alta eficiência na extração dos analitos) 

permitiram a quantificação de CBF, CBR, FMT, PMB, PPX e ZRM em nível de traços. 

A presença de nanomateriais (nanotubos de carbono, grafeno e nanopartículas de ouro) na 

configuração eletródica dos biossensores LAC-EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG 

afetou positivamente a cinética de transferência eletródica, permitindo aumento na intensidade do 

processo redox do substrato 4-AMF, redução da Rtc dos dispositivos e, consequentemente, 

aumento da sensibilidade dos métodos propostos. Essas características foram mantidas 

independentemente da técnica de imobilização enzimática utilizada. 

Apesar da eficiência observada na imobilização de LAC(s) por entrapment em LAC-

EPNC, os filmes de AP e CS também apresentaram importante papel no desenvolvimento e 

estabilidade dos demais dispositivos, permitindo a imobilização direta de LAC por drop coating 

em LAC/AP/EPG ou de LAC e TIR por eletrodeposição direta em LAC-TIR-NpAu-CS/EPG, 

sem a necessidade de reagentes tóxicos para cross-linking, normalmente empregados para 

conferir maior aderência das enzimas à superfície dos transdutores. 

A sensibilidade obtida com os biossensores em questão (valores de LD variando de 0,001 

a 0,093 mg kg
-1

) permitiu quantificar resíduos de CBM bem abaixo dos LMR para hortaliças e 

frutas cítricas, pré-estabelecidos pelas agências de segurança e controle alimentar brasileira 

(ANVISA) e europeia (AESA). Os procedimentos eletroanalíticos 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 contaminações de 

0,01 a 3,14 mg kg
-1

) e com nível de interferentes relativamente baixo (bias variando de 4,70 ± 

0,30% a 14,11 ± 0,01%, para uma razão interferente/substrato de 10:1, n/n). Deste modo, os 

biossensores LAC-EPNC, LAC/AP/EPG e LAC-TIR-NpAu-CS/EPG podem ser ferramentas 

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