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RESUMO

Os pesticidas estdo entre os poluentes mais preocupantes, devido a
toxicidade e presenca significativa no ambiente. A sua toxicidade € baseada na
capacidade de inibir irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase (AChE) que é
chave na transmissdo de impulsos nervosos. Este trabalho descreve o
desenvolvimento de sensor contendo hexapeptideo, bioinspirado em enzima
acetilcolinesterase, para detecgao de pesticidas organofosforados e carbamatos. A
sequéncia peptidica (NHs* - His — Glu — Trp — Arg — Pro — Ser — COO") foi imobilizada
sobre nanoparticulas magnéticas (FesO4) previamente sintetizadas, modificadas
com quitosana e posteriormente funcionalizadas com 1,12-diaminododecano. As
condi¢cdes experimentais de imobilizacdo do peptideo foram otimizadas, sendo
estas: concentracdo 5,0 x 10° mol L e tempo de incubagéo de 30 minutos a 25 °C.
O grupo carboxilico presente na sequéncia peptidica foi ativado com o uso de
agentes de acoplamento 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS). A razdo de concentragdo otimizada de EDC/NHS foi de
18,6/12,5 mmol L, respectivamente, e tempo de ativacdo de 60 minutos. O sinal
eletroquimico do peptideo foi monitorado pelo pico de oxidacdo da histidina, cujo
valor € diminuido ao interagir com o pesticida. O perclorato de sédio (NaClO4) 0,1
mol L pH 7,5 foi selecionado como eletrélito suporte. Os parametros da voltametria
de onda quadrada foram otimizados (frequéncia de 100 Hz, amplitude de 90 mV e
incremento de varredura de 6 mV) utilizando uma matriz de planejamento fatorial. O
tempo de pré-concentracao do peptideo com o pesticida foi fixado em 5 minutos. O
sensor apresentou resposta linear nas faixas de concentragdo estudadas, com
limites de detecgdo de 6,0 x 10 mol Lt e 4,0 x 101 mol L para carbofurano e
clorpirifés, respectivamente. O armazenamento na geladeira a +4 °C possibilitou
85% de estabilidade do peptideo imobilizado apds um periodo de 60 dias. O método
desenvolvido foi aplicado em amostras reais de batata e tomate, sendo obtido um
percentual de recuperacdo no intervalo de 95 a 100%. O método cromatografico de
andlise (HPLC/UV) apresentou intervalo linear de 1,0 x 10® a 5,0 x 10 mol L para
carbofurano e de 5,0 x 10 a 5,0 x 10 mol L para clorpirifés, com recuperacéo de
95 a 105%. O sensor bioinspirado, permitiu o desenvolvimento de metodologia
analitica alternativa para deteccdo de pesticida, mostrando-se promissor e com
viabilidade de substituicdo de métodos cromatogréficos utilizados para determinacao
de pesticidas em amostras de alimentos.

Palavras-chave: pesticidas, sensor bioinspirado, acetilcolinesterase, eletroanalitica,
nanoparticulas magnéticas.



ABSTRACT

Pesticides are among the most worrying pollutants due to toxicity and
significant presence in the environment. Its toxicity is based on the ability to
irreversibly inhibit the enzyme acetylcholinesterase (AChE) which is key in the
transmission of nerve impulses. This work describes the development of a sensor
containing hexapeptide, bioinspiring enzyme acetylcholinesterase, for the detection
of organophosphorus pesticides and carbamates. The peptide sequence (NHs* - His
- Glu - Trp - Arg - Pro - Ser - COO") was immobilized on previously synthesized
magnetic nanoparticles (FesOs), modified with chitosan and subsequently
functionalized with 1,12 - diaminododecane. The experimental conditions of
immobilization of the peptide were optimized, being: 5,0 x 10° mol L* concentration
and incubation time of 30 minutes at 25 °C. The carboxyl group present in the peptide
sequence was activated with the use of 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) coupling agents. The optimum
concentration ratio of EDC / NHS was 18.6 / 12.5 mmol L%, respectively, and
activation time of 60 minutes. The electrochemical signal of the peptide was
monitored by the histidine oxidation peak, whose value is decreased when interacting
with the pesticide. Sodium perchlorate (NaClO4) 0.1 mol L'* pH 7.5 was selected as
supporting electrolyte. The parameters of the square wave voltammetry were
optimized (frequency of 100 Hz, amplitude of 90 mV and increment of sweep of 6 mV)
using a matrix of factorial planning. The preconcentration time of the peptide with the
pesticide was fixed in 5 minutes. The sensor presented linear response in the studied
concentration ranges, with detection limits of 6.0 x 10 mol L' and
4.0 x 10 1%mol L-* for carbofuran and chlorpyrifos, respectively. The storage in the
refrigerator at + 4 °C allowed 85% stability of the immobilized peptide after a period
of 60 days. The developed method was applied in real samples of potato and tomato,
obtaining a percentage of recovery in the range of 95 to 100%. The chromatographic
(HPLC/UV) analysis showed a linear range of 1.0 x 10 to 5.0 x 10° mol L? for
carbofuran and 5.0 x 10 to 5.0 x 10-° mol L* for chlorpyrifos, with recovery of 95 to
105%. The bio-inspired sensor allowed the development of an alternative analytical
methodology for pesticide detection, showing promise and feasibility of replacement
of chromatographic methods used to determine pesticides in food samples.

Keywords: pesticides, bioinspired sensor, acetylcholinesterase, electroanalytical,
magnetic nanoparticles
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1 INTRODUCAO

A agricultura, nos ultimos anos, em virtude da crescente demanda por
alimentos, induziu uma busca por meios de producdo mais eficientes. Com o intuito
de melhorar e aumentar sua produtividade, passou a utilizar métodos artificiais, como
os fertilizantes e pesticidas quimicos, manipulacdo genética, irrigacdo e hormonios
para acelerar o crescimento de animais e vegetais. Dentre esses métodos artificiais,
0 uso de pesticidas é a estratégia de gerenciamento de pragas e pestes (animais,
insetos, fungos ou mesmo plantas), mais amplamente adotada para garantir o
abastecimento de alimentos em todo o mundo (1-3).

Essas pragas séo intensamente combatidas com os chamados “defensivos
agricolas”, também conhecidos como agrotéxicos ou pesticidas. Segundo Sousa et
al.(4) os pesticidas ajudam a aumentar a producéo e a qualidade de frutas e vegetais,
controlando a propagacao de pragas durante o crescimento. Entretanto, estes
defensivos constituem uma das fontes de contaminacdo ambiental, o que pode
acarretar em sérios riscos para a saude humana, podendo causar alteracées nos
ecossistemas com consequéncias prejudiciais para 0 ambiente e a agricultura,
devido ao surgimento de organismos mais resistentes e de novas doencas em
decorréncia do aumento da necessidade do uso de mais agrotéxicos (5,6).

Os agrotoxicos sao classificados como pesticidas, herbicidas, inseticidas,
fungicidas, acaricidas, entre outros. Os pesticidas sédo substancias quimicas naturais
ou sintéticas, destinadas a exterminar, controlar ou combater de algum modo pragas,
ou seja, tudo aquilo que ataca, lesa ou transmite enfermidade as plantas, aos animais
e ao homem (7,8). Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) (9), pesticidas sao substancias ou mistura de substancias utilizadas na
producao, colheita ou no armazenamento de alimentos. S&o bioativos e capazes de
prevenir, destruir ou combater espécies indesejaveis, as quais, de alguma maneira,
podem interferir na producédo, no processamento, armazenamento, transporte e
estocagem de alimentos e produtos agricolas em geral. Esta definicdo também
compreende substancias utilizadas no combate a insetos domésticos ou quaisquer
agentes preventivos a acao de vetores de doencas que possam ser transmitidas ao
homem ou animais domésticos como, por exemplo: febre amarela, doenca de

Chagas, maléaria, dengue, entre outras (10,11). Por essa razdo, 0s paises em
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desenvolvimento sdo 0s maiores responsaveis pelo consumo de pesticidas do
mercado mundial, entre os quais o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial
de consumo de agrotoxicos. Enquanto nos ultimos 10 anos o mercado mundial em
relacdo a esse setor cresceu 93%, no Brasil, esse crescimento foi de 190% (12,13)

Inicialmente, os pesticidas organoclorados (como o benzeno hexaclorado,
BHC, por exemplo) foram extensivamente utilizados, contudo, esses compostos séo
altamente toxicos, além disso, sdo muito persistentes no meio ambiente, o que gerou
bioacumulagéo de seus derivados em solos, mananciais e lengois freaticos. Desse
modo, 0s compostos hexaclorados foram proibidos e substituidos por outras classes
de pesticidas, tais como organofosforados, carbamatos e piretréides (14,15).

Os organofosforados e carbamatos foram introduzidos mundialmente na
década de 1950, como substituintes dos compostos organoclorados. Apesar de
serem, de modo geral, mais téxicos que os organoclorados, os organofosforados e
carbamatos sdo extensamente usados na agricultura por causa de sua atividade
inseticida e por apresentarem persisténcia relativamente baixa. Esses compostos

podem ser degradados pela acao da luz, pelo O2 do ar ou por reacdo com a agua

(16).

Os pesticidas da classe dos organofosforados sdo compostos organicos
derivados do acido fosforico, do &cido tiofosforico ou do acido ditiofosforico;
compreendem um grande numero de compostos que variam largamente em
polaridade e massa molar. Dentre 0s compostos mais toxicos dessa classe estdo o
grupo dos nitrofosforados, tendo como maior representante o Paration e seus
derivados como Metil Paration e Fenitrotion (17). Estes compostos apresentam
toxicidade aguda para os insetos, bem como para o homem e demais mamiferos
(18).

Os efeitos toxicos dos compostos organofosforados e dos seus produtos de
biodegradacéao estao diretamente relacionados aos processos de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) por esses compostos. Dessa forma a enzima perde sua
atividade, deixando de atuar na hidrélise da acetilcolina, que € um neurotransmissor
responsavel pela transmissdo de impulsos neuro-musculares. Como consequéncia,
a intoxicacao pode causar tremores, convulsdes e até a morte, dependendo do grau
de intoxicacdo (19). A Figura 1 mostra o esquema geral de inibicdo da AChE por

pesticidas da classe dos organofosforado.
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Figura 1: Mecanismo classico de inibicdo da acetilcolinesterase por pesticidas organofosforado.
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Fonte: Adaptado de Santos et al (20)

Por outro lado, ja existem substancias com a finalidade de reverter a inibicdo
da AChE por organofosforados. A pralidoxima pertence a familia de compostos
chamados de oximas, € muito utilizada em combate como antidoto para
envenenamento por organofosforado ou inibidores da acetilcolinesterase (21-23). A
pralidoxima reativa a AChE ao remover o grupo fosforil ligado ao grupo éster da
proteina. Na verdade, acredita-se que o grupo hidroxila da oxima realiza um ataque
nucleofilico sobre o residuo de serina fosforilada, ou seja, a quebra da ligacao
fésforo-serina libera a molécula de oxima fosforilada, que apds a dissociacao
regenera a enzima AChE na sua forma ativa (24,25). Nesta reacdo tanto os
organofosforados como a pralidoxima sdo mutuamente inativados e submetidos a
um rapido metabolismo, o0 que leva a remocédo dos organofosforados. A Figura 2
mostra 0 mecanismo de acao da pralidoxima- desfosforilacdo da serina no sitio ativo

da enzima.
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Figura 2: Mecanismo de acéo da pralidoxima na reativacdo da AChE.
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Fonte: Adaptado de Gonsalves et al. (24)

Os compostos da classe dos carbamatos séo derivados do acido carbamico
e estdo intimamente relacionados com os inseticidas organofosforados, quanto a
acao bioldgica (inibem a colinesterase) e ndo sao persistentes no meio ambiente. Os
carbamatos sdo frequentemente utilizados no controle de insetos que, por alguma
razao, sdo resistentes a compostos organofosforados. Dentre os diferentes tipos
carbamatos, o grupo dos N-metilcarbamatos formam uma importante familia de
inseticidas, os quais, devido ao amplo espectro de atividade biologica sé&o
largamente aplicados no tratamento de sementes, solo e lavouras (26). O
carbofurano e carbaril sdo dois N-metilcarbamatos amplamente utilizados em
residéncias e agricultura (27).

Apesar do baixo potencial de bioacumulacédo (28) os carbamatos causam,
além da inibicdo reversivel da AChE, outros efeitos bioquimicos e farmacolégicos,
incluindo o decréscimo da atividade metabdlica do figado, altera¢c6es dos niveis de
serotonina no sangue e um decréscimo da atividade da glandula tiredide (29,30).

Os organofosforados e carbamatos séo atualmente os produtos mais usados
na agricultura para uma diversidade de culturas. O uso indiscriminado destes
compostos, torna necessario o desenvolvimento de metodologias para a
guantificacdo e controle, de modo a minimizar os impactos ao meio ambiente e a

saude publica.



INTRODUCAO

27

1.1 Pesticidas utilizados neste trabalho

Para o desenvolvimento do trabalho foram escolhidos os pesticidas
carbofurano e clorpirifés devido sua aplicagdo em uma variedade de culturas, por
serem extremamente toxicos e apresentarem riscos a salde humana e ao meio

ambiente

1.1.1 Carbofurano

O carbofurano € quimicamente conhecido como (2,3-diidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranil-N-metil carbamato) € utilizado como inseticida, acaricida e nematicida.
Sua formula estrutural estd apresentada na Figura 3. Este pesticida é utilizado em
diversas culturas como: algodado, amendoim, arroz, milho, trigo, feijdo, banana,
batata, café, cana-de-ac¢Ucar, cenoura, repolho e tomate, € um agrotoxico sistémico,
cuja absorcdo pelas plantas ocorre através das raizes e o distribui para todas as
partes do vegetal. Instavel em meio alcalino e estavel em meio acido, sua presenca
em alimentos tem recebido atencdo mundial devido a sua solubilidade em agua de
0,7 mg Lta 25 °C (31,32).

Figura 3: Formula estrutural do pesticida carbofurano.

CH3
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Fonte: autoria propria.

De acordo com a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) € um
pesticida extremamente toxico (classificacéo toxicoldgica I). A elevada toxidade do
carbofurano é bem conhecida, sendo reportado danos ao meio ambiente e a saude

humana, devido a sua capacidade embriotoxica, mutagénica e teratogénica (33). O
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carbofurano apresenta curta persisténcia no ambiente, ou seja, possui meia-vida no
solo de 30 a 60 dias e pequeno deslocamento em regifes adjacentes. Seu uso tem
aumentado nos ultimos anos, porque € um dos poucos inseticidas eficazes contra os

pulgbes de soja (32,34).

1.1.2 Clorpirifés

O pesticida clorpirifés € um dos principais pesticida organofosforados
comercializados e atua como inseticida e acaricida. Conhecido como: O,O-dietil-O-
3,5,6-tricloro-2-piridinil fosforotioato, é utilizado para diversas finalidades, como o
controle de pragas de uma variedade de culturas alimentares e plantas ornamentais
(35). A Figura 4 apresenta a formula estrutural do pesticida clorpirifés. Como um
organofosforado, pode ser absorvido pelo organismo humano via pele, trato
gastrointestinal, por vias respiratérias e membranas da mucosa (36). Ja nos insetos

age por contato, ingestao e fumigacao (37).

Figura 4: Formula estrutural do pesticida clorpirifés.
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Fonte: autoria propria.

Segundo a ANVISA € um pesticida moderadamente perigoso (classificacédo
toxicologica 1), com baixa solubilidade em agua e alta taxa de absor¢cdo em solos. O
clorpirifés é usado para aplicacdo foliar nas culturas de algodao, batata, café,
cevada, citros, feijdo, maca, milho, pastagem, soja, sorgo, tomate e trigo, aplicacdo
localizada na cultura da banana para protecdo do cacho e aplicacdo no solo nas
culturas de batata e milho (38).

A maioria das metodologias analiticas desenvolvidas para a determinacéo de

residuos de pesticida € baseada em técnicas cromatograficas (39-46), cuja
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sensibilidade é bastante elevada. Dependendo do tipo de substancia a ser utilizada
e o detector empregado, se pode obter concentragdes que variam de pug a ng L. No
entanto, na maioria das vezes é necessaria a realizacdo de algumas etapas de
preparacao e pré-tratamento para remocao de interferentes da amostra. Esta etapa
geralmente é longa e complexa, o que faz aumentar o tempo e o custo das analises,
além do impacto ambiental devido ao uso de solventes (47).

Como alternativa, métodos de deteccdo com base no monitoramento de sinal
eletroanalitico dos pesticidas tém sido empregados com resultados promissores (48—
50). Os sensores eletroanaliticos demonstram ser uma alternativa viavel na analise
devido a rapida deteccao, sensibilidade, alta especificidade e por apresentar muitas
vezes simplicidade no desenvolvimento e custo reduzido (51). Porém, nem todos os
pesticidas apresentam carater eletroativo sob efeito de moderados valores de
potencial elétrico, o que dificulta a andlise direta dos mesmos eletroquimicamente.
Assim, uma nova classe de eletrodos modificados tem se destacado nas ultimas
décadas, os denominados biossensores, que sdo dispositivos modificados com
material biol6gico, nos quais 0 componente sensor passa responder a partir de uma
reacdo biolégica especifica. Aliam-se a sensibilidade analitica com a seletividade
biolégica (52,53).

1.2 A Enzima Acetilcolinesterase (AChE)

As enzimas sédo proteinas especializadas na catélise de rea¢des bioldgicas e
estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua alta especificidade e poder
catalitico (54). Dentre essas biomoléculas, a enzima acetilcolinesterase (AChE) é
responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) no sistema nervoso
central, controlando impulsos e transmissao de estimulos nervosos (55).

Na fenda sinaptica a AChE é responsavel por degradar a ACh, uma molécula
simples que possui um grupo éster e uma amina quaternaria. No neurdnio pré-
sindptico, a ACh é sintetizada a partir da colina e acetilcoenzima A (Acetil-CoA), sob
catalise da colina acetiltransferase. Apos sua formagédo (ACh), é armazenada em
vesiculas, onde fica depositada até que haja um estimulo que resulte em sua
liberacdo na fenda sinaptica. A partir desse ponto, a ACh se liga no receptor pos-
sinaptico propagando a informacao. Apos transmitir a mensagem, a molécula de ACh
se desliga do receptor pds-sinaptico e volta a fenda sinaptica, onde ela sofre hidrélise
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catalisada pela AChE, dando origem a acido acético e a colina (56). A Figura 5

mostra a reacdo de sintese e hidrolise da ACh.

Figura 5: Em (A) sintese e (B) hidrdlise da acetilcolina.
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Fonte: Araujo et al.(57)

A AChE possui uma alta eficiéncia catalitica, com capacidade de hidrolisar até
6 x 10° moléculas de ACh por molécula de enzima, por minuto (58). O sitio ativo da
AChE é constituido, entre outros, por trés residuos principais de aminoacidos, 0s
guais estao envolvidos diretamente no processo de hidrélise da ACh, que sdo: a
serina (Serz00), a histidina (His440) e 0 &acido glutamico (Gluszz) (59). E composto
também por dois subsitios, sendo um esterasico e outro de ligacéo de colina, que se
ligam, respectivamente, ao grupo carbonilico e o aménio quaternario da ACh. O
segundo sitio de ligacdo de colina, € chamado de periférico, por estar distante do
sitio ativo (60). Neste ultimo citado, existe uma regido anibnica, que serve para
interagir com a parte cationica da ACh e que orienta este substrato para a posicao
necessaria para sofrer o processo de hidrélise (61). Além do sitio “anidénico”
catalitico, existe um segundo sitio anibnico, conhecido como sitio “aniénico”
periférico. Este sitio, identificado com base na ligagdo de compostos bis-
guaternarios, pode estar envolvido na acao de inibidores da enzima ou na inibicdo
por excesso de substrato (58,62).

As propriedades bioquimicas Unicas e a significancia fisiolégica da AChE
fazem dela um alvo interessante para detalhada analise da funcdo estrutural. As
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sequéncias codificadas da AChE foram clonadas de uma variedade de espécies que
incluem insetos, nematoides, peixes, répteis, aves e varios mamiferos, entre eles o
homem. A Figura 6 apresenta o primeiro modelo cristalografico da AChE de Torpedo
califérnica, a qual permitiu a visualizacdo, pela primeira vez a uma resolucéo

atbmica, de uma cavidade de ligacéo para a acetilcolina (63).

Figura 6: Estrutura tridimensional da AChE obtida de Torpedo californica. A estrutura é apresentada
como um diagrama de fita, com N-terminal no canto inferior esquerdo, e C-terminal no canto superior

direito. A entrada do sitio ativo esta no topo, com superficie.

Fonte: Silman e Sussman, (58)

A inibicdo da AChE causa um acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica,
levando a uma hiperestimulacdo colinérgica. Os sintomas provenientes dessa
intoxicacdo vado desde enjoos, nauseas ou fraqueza, considerados leves, até
sintomas mais graves como cianose, convulsdo, paralisia ou coma (64). Os efeitos
toxicos dos compostos organofosforados e/ou carbamatos e seus produtos de
biodegradacao estdo diretamente relacionados aos processos de inibicdo da enzima
AChE.

O monitoramento do substrato enzimatico pode ser feito por catélise ou por
inibicdo, e neste ultimo o sinal eletroanalitico monitorado tem por base a diminuicéo

da corrente elétrica do sistema devido a acdo de algum agente inibidor sobre a
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atividade catalitica da enzima. Entre estes, os mais citados na literatura sdo os
biossensores de colinesterases, que fazem uso de enzima AChE imobilizadas sobre
substratos eletrédicos diversos. Consequentemente, 0os biossensores a base de
AChE tem sido extensivamente empregados para deteccdo e quantificagcdo de
pesticidas (65-67). Estes biossensores fazem uso do principio da ligacédo entre os
pesticidas e o sitio catalitico da enzima, o que diminui a taxa de formacao de produto,
consequentemente, diminui o sinal monitorado.

Essa diminuicdo de sinal de corrente é proporcional a concentracdo do
pesticida inibidor. Contudo, um dos maiores entraves ao emprego dos biossensores
enzimaticos € baixa estabilidade enzimatica para uso continuo, principalmente no
gue diz respeito a variacdo das condi¢Oes fisico-quimicas do meio reacional, mas
gue pode ser contornada usando as condi¢cdes adequadas de pH, temperatura e
forca ibnica que garantam a manutencdo da atividade enzimatica. Outra
desvantagem € o fato delas serem caras e, algumas rea¢des enzimaticas,
requererem co-fatores que, se nao forem facilmente regenerados, encarecem mais
ainda o uso dos biossensores enziméticos (68,69), o que tem estimulado varios
grupos de pesquisa a explorarem os sistemas bioinspirados.

1.3 Sensores bioinspirados

Os biossensores sao dispositivos analiticos que utilizam reacdes biologicas
para deteccéo de analito de interesse presente em uma amostra. Tais dispositivos
combinam um componente de reconhecimento biolégico que interage com um
substrato alvo, a um transdutor fisico-quimico, o qual deve ser capaz de transformar
a resposta biologica em um sinal elétrico mensuravel (70-73). Quando o componente
biolégico é substituido por uma molécula sintética que apresente caracteristicas de
mimetizar estruturalmente ou funcionalmente um biorreceptor, o dispositivo
desenvolvido pode ser entdo denominado de sensor bioinspirado (74).

Os sensores bioinspirados sdo uma nova estratégia experimental que tem
sido usada para obter sensores mais estaveis e duradouros, quando comparados
aos bhiossensores convencionais que possuem como base materiais bioldgicos. No
gue diz respeito aos biossensores enzimaticos, estes dispositivos tém como
finalidade vencer suas limitagcfes tais como disponibilidade, custo e instabilidade das

enzimas; assim como promover uma melhora na transferéncia eletronica entre
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eletrodo/sitio ativo (complexo redox) / substrato, desde que nos sensores
bioinspirados o “sitio ativo” encontra-se descoberto, diferente do que acontece nas
enzimas, onde o sitio ativo encontra-se rodeado pela densa camada de amino&cidos
residuais (75-77).

O funcionamento destes sensores baseia-se na interacédo seletiva do analito
com o biorreceptor de forma a provocar variacdo em alguma propriedade fisico-
guimica interfacial que é reconhecida e medida por um transdutor adequado, e,
finalmente, ocorre a amplificagdo e o processamento do sinal correspondente a
concentracdo do analito na amostra (78,79). Alguns destes sensores tém por base
de construcdo uma avaliacao do sistema a partir de modelagem molecular, ou seja,
processo que trabalha com a comparacao de diferentes estruturas moleculares para
definicdo de indices de similaridade com uma reacdo biol6gica, estimando uma
estrutura tridimensional do complexo ligante-receptor, satisfazendo as propriedades
eletrbnicas e estruturais dos mesmos a partir de conformacdes mais estaveis (47).

Uma condicdo para mimetizar ou escolher uma enzima adequada para a
construcdo de sensores bioinspirados é que a quimica da catdlise da reacéo
enzimatica e a estrutura do sitio ativo da enzima sejam muito bem estudados e
conhecidos. Em geral, os imitadores de enzimas devem possuir estruturas menos
complexas, massas molares mais baixas; maior estabilidade, especialmente em
altas temperaturas e melhor solubilidade em uma ampla gama de solventes (77).

No que diz respeito a enzima AChE, dois critérios fundamentais devem ser
cumpridos por moléculas semelhantes a AChE: (i) a capacidade de promover
catélise na hidrolise de acetilcolina ou acetiltiocolina, substrato enzimatico anélogo e
(ii) estabelecimento de interacdes com pesticidas organofosforados ou carbamatos
(80). Esses requisitos acima mencionados sdo cruciais para imitar o desempenho da
AChE no desenvolvimento de biossensores com foco na deteccéo de pesticidas.

A literatura relata alguns trabalhos nos quais moléculas biomiméticas tém a
finalidade de substituir a enzima AChE, entretanto a maioria estéo relacionados com
a aplicacdo na industria farmacéutica (77), onde a finalidade € substituir a AChE no
organismo e transportar seu substrato (acetilcolina), entre outras moléculas de
interesse para o tratamento de determinadas doencas.

Mascini et al. (81) selecionaram trés sequéncias peptidicas (His-Glu-Pro-Ser,
His-Gly-Ser-Ala e Glu-Pro-Ser-Ala), as quais foram projetadas com base na
configuragdo do sitio ativo da AChE e andlises computacionais; considerando 0s
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aminoéacidos que fazem parte da triade catalitica (glutamato, histidina e serina). O
objetivo principal do estudo foi imitar o sitio ativo da AChE, com a afinidade de se
ligar com pesticidas organofosforados e carbamatos. Os estudos mostraram que as
sequéncias peptidicas apresentaram afinidade. Os peptideos e os pesticidas, foram
aplicados em cartuchos para extracdo em fase sélida, utilizados como ferramenta
pré-analitica para isolar ou pré-concentrar esses analitos. Apenas a sequéncia
peptidica His-Glu-Pro-Ser apresentou comportamento adequado para ser utilizado
como um sorbente para extracdo em fase solida.

Posteriormente, Bhattachayay et al (82), desenvolveram um biossensor
eletroquimico, utilizando um composto orgéanico, o acido 4-[(1E) -etanohidrazonoil]
benzoico, capaz de mimetizar o sitio ativo da AChE. A atividade catalitica do
composto organico foi comparada com a enzima AChE pura construindo o mesmo
biossensor com a enzima imobilizada no eletrodo de trabalho. Os resultados
mostraram que a molécula mimética catalisou a hidrolise da acetilcolina e apresentou
resultados semelhantes até 10 mmol L' de acetilcolina. Em concentracdes
superiores a 10 mmol L1, houve uma gqueda na resposta da enzima, enquanto para
a molécula mimética foi observado resposta até 40 mmol L de acetilcolina. O sensor
biomimético apresentou estabilidade a temperatura ambiente, enquanto que o
biossensor a base de AChE foi armazenado em temperatura abaixo de zero °C.

O trabalho realizado Sgobbi et al (83) consistiu na sintese de diferentes
moléculas de hidrazona como imitadores da enzima AChE. A atuacdo dessas
moléculas na hidrolise de acetiltiocolina foram demonstradas por medicbes de
absorcdo no UV-visivel. A reacdo nucleofilica foi caracterizada por FTIR e o0s
produtos da reacdo (acetato e tiocolina) foram identificados. O comportamento
mimético foi confirmado comparando a cinética da reacdo de hidrdlise do acido [4-
(1E) etanohidrazonoil] benzéico ao de outras moléculas como hidrazona de
ciclopropil metil cetona, hidrazona de 3-metil-2-butanona e hidrazina. As moléculas
propostas catalisaram a hidrdlise de acetiltiocolina sendo o acido [4-(1E)
etanohidrazonoil] benzoéico mais rapido do que as outras moléculas em estudo.
Estudos computacionais mostraram que o substrato é atraido pelo anel aromético
seguido pelo ataque nucleofilico através do grupo hidrazona. Os autores sugerem
gue esta molécula mimética pode ser utilizada para desenvolver um sensor quimico
biomimético descartavel, podendo ser aplicado na determinacédo da acetilcolina ou
na determinacéo de pesticidas.


http://www.tandfonline.com/author/Bhattachayay%2C+Dipankar
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Recentemente, Sgobbi e colaboradores (80) estudaram o desempenho de
uma poliacrilamida funcionalizada, polihidroxamicalkanoato (PHA) na hidrdlise do
substrato de ATCh, bem como na desfosforilagéo de etil-paraoxon. O PHA contém
grupos hidroxamicos e carboxilicos inseridos ao longo da sua estrutura principal,
atuando como local ativo. Estudos cinéticos demonstraram o desempenho catalitico da
PHA na hidrolise de ATCh com aumento significativo no valor da constante em
comparacdo com a hidrélise espontéanea. Calculos tedricos foram realizados para
avaliar as interacdes entre o material bioinspirado de AChE com ATCh, bem como
na presenca do pesticida. Os resultados mostraram que a defosforilagcdo de etil-
paraoxon ocorreu principalmente por meio de ataque nucleofilico promovido pela fracéo
hidroxamato. A analise vibratéria validou os modelos estruturais para ATCh, etil-
paraoxon e PHA. Notavelmente, a energia de adsor¢cédo de etil-paraoxon-PHA é 3
vezes maior do que a ATCh-PHA. Os resultados mostram que o etil-paraoxon inibe
fortemente o sitio ativo polimérico quando comparado com ATCh devido a uma
ligacdo covalente entre o atomo de fosforo no pesticida e o atomo de oxigénio na
fracdo hidroxamato em PHA, liberando p-nitrofenolato.

Santos e colaboradores (47) investigaram um hexapeptideo bioinspirado,
proposto por estudos de modelagem molecular, para mimetizar o sitio ativo da AChE,
como alternativa para o desenvolvimento de uma metodologia analitica para
deteccdo de pesticidas organofosforados e carbamatos. A sequéncia peptidica foi
sintetizada pela metodologia de fase sdlida e caracterizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e espectrometria de massa. Os dados indicam uma forte interacao
entre o pesticida diclorvos e o hexapeptideo (NHs* -Glu — His — Gly — Gly — Pro — Ser
— COO). Os resultados demonstram que o peptideo apresentou limites de deteccao
e quantificacdo de 1,40 x 10 mol L e 4,66 x 108 mol L, respectivamente. Estes
valores estdo bem proximos ou superiores aos biossensores que utilizam a AChE
imobilizada na superficie de eletrodos, apresentando vantagem de ser um peptideo
de estrutura menos complexa e com maior estabilidade que a enzima.

A imobilizacdo de enzimas em materiais suportes tem sido uma estratégia
muito comum para a maioria das aplicacoes e tem despertado grande interesse nos
ultimos anos na industria e na pesquisa cientifica. Os materiais utilizados para a
imobilizacdo devem ser preferencialmente de facil obtencdo e ndo-toxicos. Além
disso, devem fornecer uma ampla area superficial para as reacfes enzimaticas. A

utilizacdo de materiais nanoestruturados pode melhorar a eficiéncia na imobilizagéo
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de enzimas. Portanto, € crescente o interesse da utilizacdo de particulas magnéticas
para imobilizacdo de biomoléculas devido a biocompatibilidade e super-
paramagnetismo, além destas fornecerem eficiente contato entre o biocatalisador e
seus substratos (84). As nanoparticulas metalicas apresentam caracteristicas como:
relacdo de grande superficie para volume, atividade de reacao de superficie elevada,
alta eficiéncia catalitica, além de uma forte capacidade de adsor¢cdo, como também
apresenta uma variedade de aplicacdes biomédicas e tecnolégicas (85,86).

Desta forma as nanoparticulas magnéticas tém sido utilizadas como alvo de
estudo para a imobilizagdo de biomoléculas devido as suas propriedades que as
tornam elementos essenciais para o desenvolvimento de sistemas biossensiveis.
Neste contexto, este trabalho tem como objetivo utilizar um peptideo artificial que
mimetiza o sitio ativo da AChE no desenvolvimento de biossensores enzimaticos
para a deteccéo de pesticidas das classes dos organofosforado e carbamato. Para
desenvolver o presente estudo, foram escolhidos os pesticidas carbofurano e
clorpirifos por pertencerem as classes dos pesticidas carbamatos e

organofosforados, respectivamente.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consiste no desenvolvimento de sensor
bioinspirado utilizando uma sequéncia peptidica (NH3z* - His — Glu — Trp — Arg — Pro
— Ser — COO"), gue mimetize o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase, imobilizado
sobre nanoparticulas magnéticas para deteccdo dos pesticidas clorpirifés
(organofosforado) e carbofurano (carbamato), bem como desenvolver uma
metodologia analitica para determinacdo desses analitos de interesse em amostras

de alimentos.

Este trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

e Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro;

e Desenvolvimento de metodologia para imobilizacdo da sequéncia peptidica

sobre as nanoparticulas magnéticas;

e Otimizacéo das condicdes experimentais e operacionais para a imobilizacao
da sequéncia peptidica;

e Otimizacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada por meio de

planejamento fatorial;
e Construcdo da curva analitica para os pesticidas carbofurano e clorpirifos;
e Avaliacéo da seletividade do sensor para diferentes classes de pesticidas;
e Estudo de estabilidade de estocagem do dispositivo na geladeira a 4 °C;
e Aplicag&o do sensor bioinspirado em amostra de alimentos.

e Avaliacdo da metodologia desenvolvida para deteccdo de pesticida em

amostra de alimentos com método cromatografico convencional.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico e todas as
solugbes foram preparadas com &gua deionizada obtida de um sistema de
purificacdo Milli-Q Ultra Pure Water System da marca Millipore®. A sequéncia de
peptideos (NH3z* - His — Glu — Trp — Arg — Pro — Ser — COO") e (NHs* - Glu — His —

Trp — Trp — Pro — Ser — COOQO") foram sintetizadas pela Genone Solucdes em

Biotecnologia.

A Tabela 1 apresenta uma lista com a procedéncia dos reagentes usados

neste trabalho.

Tabela 1: Lista dos reagentes utilizados nesse trabalho.

Reagente Procedéncia Reagente Procedéncia
FeCl2.4H20 Sigma-Aldrich Acido citrico Synth
FeCls.6H20 Sigma-Aldrich Ks[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich

Acido cloridrico Neon Carbofurano Sigma-Aldrich
Hidréxido de sddio Synth Carbaril Sigma-Aldrich
Quitosana Sigma-Aldrich Clorpirifos Sigma-Aldrich
Acido acético Synth Malation Sigma-Aldrich
NaH2PO4 Sigma-Aldrich Metamidofés Sigma-Aldrich
Na2HPO4 Synth Permetrina Sigma-Aldrich
diamin%)’élg(;ecano Sigma-Aldrich Acetonitrila Sigma-Aldrich
- letil-3-(3- Sigma-Aldrich Sulfato de Mallinckrodt
dimetilaminopropil) magnésio
hidrc’)xis:lc-cinimida Sigma-Aldrich Cloreto de sédio Merck
_ _ etilenodiamino-N- _
Perclorato de sédio | Sigma-Aldrich oropril (PSA) Agilent
Acido bdrico Synth Cis Avantor
ATChI/AChE Sigma-Aldrich Acido fosférico Synth



http://www.hexis.com.br/produto/silicagel-c18-40um-60a-irregular-100g
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3.2 Equipamentos

As medidas eletroguimicas foram  realizadas utilizando um
Potenciostato/Galvanostato pAutolab acoplado a um computador e controlado pelo
software NOVA 2.1. O sistema utilizado para obtencdo das medidas foi constituido
de uma célula eletroquimica, composta por um sistema de trés eletrodos: um
eletrodo de referéncia Ag/AgCl (contendo 3,0 mol L de KCI), um eletrodo auxiliar de
platina e um eletrodo de trabalho de carbono vitreo (3 mm de diametro, com area
geométrica de 0,071 cm?) embutido em PEEK, contendo no interior, um ima de

neodimio. A Figura 7 mostra o esquema do eletrodo de carbono vitreo.

Figura 7: Esquema do eletrodo de trabalho utilizado nas medidas.

— Contato elétrico

—+ PEEK

‘—- ima de neodimio
— carbono vitreo
Fonte: autoria prépria.

As andlises por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier, foram obtidas empregando um espectrometro FTIR Vertex
70 da Bruker com uma fonte de laser e um detector DLaTGS, utilizando uma faixa
de leitura de 4000 a 400 cm™.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram obtidas
utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura com Alta Resolucédo (MEV-FEG)
modelo JEOL JSM-7500F.
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As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) foram obtidas
utilizando um microscoépio Philips modelo CM 200 Super Twin operando em uma
poténcia de feixe de 120 kV. A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas foi medida
por meio do programa ImageJ®.

A determinacdo da area superficial especifica dos materiais sintetizados foi
realizado através de estudos por meio de isotermas de adsorcéo e dessorcao de Na.
As medidas das andlises de area de superficie por isotermas Brunauer, Emmett e
Taller (BET) foram realizadas em um equipamento da Micromeritcs®, modelo ASAP
2010.

A estabilidade térmica das particulas magnéticas, foram avaliadas utilizando
termogravimetria e analise térmica diferencial (TG/DTA). As medidas foram obtidas
utilizando um mdédulo TG/DTA simultaneo da marca TA Instruments® modelo SDT
2960. As analises foram realizadas num intervalo de temperatura de 30 a 1000 °C,
em uma razdo de aquecimento de 20 °C mint, em atmosfera dinamica de ar, com
vazdo de 100 mL mint com aproximadamente 6,0 mg de amostra.

Os difratogramas de raios X dos materiais sintetizados, foram obtidos através
do método do p6, em porta amostra de vidro, utilizando radiacdo Cu-Ka, no intervalo
20 entre 6° e 80°, com tempo de contagem de 3s, passo angular de 0,02° realizada
em equipamento da marca Siemens modelo D5000.

Para as analises cromatogréaficas foi empregado um cromatdgrafo liquido
Shimadzu modelo 20A, com detector UV/Visivel SPD-20A, acoplado a um
microcomputador. A fase estacionaria foi uma coluna de fase reversa C18 da marca
Shimadzu Shim — Pack CLC — ODS.

3.3 Sintese das particulas magnéticas

A sintese das particulas de magnetita foi realizada pelo método de
co- precipitacdo seguindo metodologia descrita por Ranjbari (87), onde 5,2 g de
FeCls3-6H20, 2,0 g de FeCl2:-4H20 e 0,85 mL de HCI (12M) foram adicionados em um
baldo de fundo redondo contendo 25 mL de agua deionizada isenta de O2. Em
seguida, adicionou-se 250 mL de solucdo de NaOH 1,5 mol L'! previamente aquecida
a 80 °C, sob fluxo de nitrogénio. Todo o processo foi realizado sob atmosfera de
nitrogénio com agitacédo vigorosa em banho de agua a 80 °C por 15 minutos. O

precipitado foi separado por campo magnético, lavou-se varias vezes com agua
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deionizada para remover as impurezas e 0S materiais que nao reagiram. As
particulas de FeszO4 foram secas na estufa a 80 °C. O material obtido foi submetido
a campo magnético externo para avaliar se o produto formado de fato era magnético.
Para isso, adicionou-se uma determinada quantidade de FezOs em um tubo e

aproximou-se um ima de neodimio.

3.4 Modificacdo da superficie das particulas de FesOscom Quitosana (CS)

A quitosana possui alta afinidade por ions metalicos devido aos grupos amina
e hidroxila. O procedimento para recobrimento das particulas de Fes3Os com
guitosana foi seguindo metodologia descrita na literatura (88). Na Figura 8 esta
representado resumidamente o procedimento experimental, onde a solugcéo de
quitosana foi preparada por dissolugcéo de 0,1 g de quitosana em 10 mL de solugéo
de acido acético 1% (v/v), sob agitacéo vigorosa por 50 min. Em seguida, adicionou-
se 0,5 g de Fes0O4a solugéo contendo quitosana e deixou reagir por 50 minutos sob
agitacdo. As particulas Fe304/CS foram recuperados da suspensdo por meio de
campo magnético, foram lavadas vérias vezes com agua deionizada, dispersas em

10 mL de agua e armazenadas a 4°C.

Figura 8: Modificacé@o das particulas de magnetita com quitosana.

O Quitosana

Fe304

Fe304/CS

Fonte: autoria propria.
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3.5 Imobilizacdo do peptideo sobre as nanoparticulas magnéticas (NPs)

Primeiramente preparou-se solucao estoque da sequéncia peptidica
1,0 x 102 mol L* empregando-se agua purificada de qualidade Milli-Q. As diluicdes
foram realizadas em solucdo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol Lt pH 7,0. Todas as
solucdes foram armazenadas em um refrigerador a 4 °C.

Para montagem do sistema do sensor bioinspirado, a sequéncia peptidica
NHs* - His — Glu — Trp — Arg — Pro — Ser — COO" (SEQPEP)1 foi imobilizada sobre
NPs, objetivando um aumento de area superficial do eletrodo de trabalho, que pode
resultar em sinal analitico mais alto e baixos limites de deteccdo. As NPs foram
capturadas por um eletrodo de trabalho de carbono vitreo, que apresenta em sua
montagem um im& de neodimio capaz de efetuar a captura das NPs.

Foram testados 2 tipos de nanoparticulas, a comercial funcionalizada com
grupo carboxilico (FesO4/COOH) e a preparada no laboratorio e revestida com
quitosana (Fe304/CS). Aplicou-se o mesmo procedimento de imobilizagdo para
ambas. A primeira estratégia de imobilizacdo da SEQPEP1 pelo grupamento amina
ndo foi satisfatoria, logo as NPs foram modificadas com 1,12-diaminododecano
(DADD) que fornece o grupamento amino para proceder com a imobilizacdo pelo
grupamento carboxila presente na SEQPEP1.

A imobilizacdo da SEQPEP1 sobre as NPs foi realizada como se segue:
pipetou-se 30 pL das NPs, separou-se o solido com auxilio de um ima de neodimio
e dispensou-se 0 sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 30 pL de solucao
10 mmol L' de DADD deixando interagir por 2h, lavou-se as nanoparticulas para
retirar o excesso de DADD que n&o reagiu e dispensou o sobrenadante. As NPs-
DADD adicionou-se 30 pL de solucdo de peptideo pré-ativado (5,0 x 10> mol L?)
durante 1h (para ativar os grupos funcionais presentes na SEQPEP1 utilizou-se
solucdo de EDC/NHS, onde 60 puL de solugdo do peptideo 1,0 x 10 mol L foi
colocado em contato por 1h com 60 pL de solugéo 37,5 mmol Lt e 25 mmol L de
EDC e NHS respectivamente).

As medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata, depositando um
volume de 10 puL de NPs-DADD-PEP sobre a superficie do eletrodo de trabalho e
aplicando potencial no intervalo de -0,5 a 1,3 V. Apos as medidas, retirou-se as
nanoparticulas magnéticas da superficie do eletrodo. Posteriormente, o eletrodo de

trabalho foi lavado véarias vezes com agua destiladas e polido com lixa de
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granulometria 4000. Em seguida, a superficie do eletrodo de trabalho estava pronta

para uma nova modificacao.

3.6 Otimizacdo dos Parametros Experimentais

Para melhor desempenho do sensor bioinspirado proposto, os parametros
experimentais e operacionais do sistema que influenciam a sensibilidade da técnica,
a estabilidade e o perfil da resposta analitica foram investigados.

Realizou-se estudos utilizando voltametria ciclica (CV) e voltametria de onda
guadrada (SWV) com o intuito de se investigar as melhores condi¢cdes para a
oxidacao da histidina que ocorre ao redor de 1,2 V.

Todas as medidas foram obtidas em triplicata. Neste sentido otimizaram-se 0s

seguintes parametros experimentais:

3.6.1 Otimizac&o da concentracdo de EDC/NHS

Para a ativacdo dos grupos terminais da sequéncia peptidica, foram
preparadas solugdes de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) em diferentes concentracdes: 9,4/6,2; 12,5/8,3; 18,6/12,5
e 37,5/25 mmol L. Em seguida 60 pL de solugdo de peptideo 1,0 x 10 mol L foi
colocado em contato por 1h com 60 pL de solucdo de EDC/NHS em diferentes
concentracdes (citadas anteriormente) para ativar os grupos funcionais presentes na

sequéncia peptidica.

3.6.2 Otimizac&o da concentragdo 12-diaminododecano (DADD) sobre
NPs/CS

Para a modificacdo ou funcionalizacdo das particulas magnéticas com amina,
foram preparadas solucdes de DADD em diferentes concentrac¢des: 2, 5, 10, 30, 40,
60 e 70 mmol L1. Em seguida, 30 uL NPs/CS foram colocados em contato com 30 L
de solucdo de DADD em diferentes concentracdes, deixando interagir por 2h. Apéos
lavagem das nanoparticulas para retirar o excesso de DADD que nao reagiu
imobilizou-se a sequéncia peptidica sobre NPs/CS-DADD.



MATERIAIS E METODOS

44

3.6.3 Escolhado eletrdlito suporte

Estudos preliminares foram realizados para definir o eletrélito suporte mais
adequado, ou seja, 0 que resultasse em melhor resposta de corrente para o analito
em estudo utilizando técnica voltamétrica. O eletrolito suporte deve ser eletroinativo
na janela de potencial do eletrodo na qual os estudos com o analito de interesse sé&o
realizados, ou seja, ndo deve reagir com o analito eletroativo ou nenhum de seus
produtos (89). Baseado nisso, estudou-se o comportamento do sensor bioinspirado
nos seguintes eletrélitos NaClO4, solugbes tampéao fosfato (PBS), Britton-Robinson
(BR) e Mcllvaine. Todas os eletrélitos foram preparados na concentragéo 0,1 mol L-?
em pH 7,0 utilizando &4gua deionizada.

A solucdo tampao fosfato (NaH2PO4/ Na:HPOa4) foi preparada com uma
solucdo de fosfato de s6dio monobasico 0,1 mol L e ajustado com solucdo de
fosfato de sddio dibasico 0,1 mol L até valor de pH desejado. A solugédo tampéo BR
(HsBO3s/ CH3COOH/ H3POJ) foi preparado pela mistura das solugées 0,1 mol L de
acido borico, acido acético, acido fosforico, seguido pela adigdo de solu¢cdo NaOH
para ajustar o valor de pH desejado. A solucdo tampé&o Mcllvaine (NazHPO4/CsHgO7)
foi preparada pela dissolucédo de fosfato de sodio dibasico e de solucdo de acido
citrico 0,1 mol L para obter o ajuste do pH desejado. Todas as solucdes foram
preparadas seguindo metodologia descrita na literatura (90).

3.6.4 Otimizacao do volume de NPs sobre a superficie do eletrodo

Apos otimizar a concentracdo de EDC/NHS, concentracdo de DADD e melhor
solucdo eletrolitica, avaliou-se a quantidade de NPs/CS-DADD-PEP sobre a
superficie do eletrodo. Os volumes utilizados no estudo foram 10, 20, 30, 40, 50 e
60 L.

3.6.5 Otimizac&o do tempo de reacdo do DADD com as NPs/CS

Neste experimento, NPs/CS-DADD foram preparadas variando-se o tempo de
contato entre as NPs/CS com solu¢ao de DADD em: 30, 60, 90 e 120 minutos. Em
seguida a SEQPEP1 foi imobilizada sobre cada NPs/CS-DADD preparado.


https://en.wikipedia.org/wiki/Britton-Robinson_buffer
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3.6.6 Estudo do pH e concentracao do eletrolito

Para o estudo do pH, preparou-se solugdo do eletrolito suporte NaClO4
0,10 mol L e variou-se o pH entre 4,0 a 9,0. Para o ajuste do pH empregou-se
solu¢ao de NaOH e HCI. Definido o valor de pH no qual foi obtido a melhor resposta
analitica, variou-se a concentracao do eletrélito suporte em: 0,010; 0,025; 0,050 e
0,25 mol L~ 1.

3.6.7 Tempo de ativacdo do peptideo com EDC/NHS

Apds otimizar a concentracdo de EDC/NHS, estudou-se o tempo necessario
para ativar o grupo carboxila da sequéncia peptidica (SEQPEP1). Em 4 microtubos
adicionou-se 50 pL de solugcdo de SEQPEP1 na concentracédo de 1,0 x 10* mol L*
e 50 uL de solugdo de EDC/NHS deixando reagir por 15, 30, 60 e 120 minutos. Apos
esse tempo a SEQPEP1 foi imobilizada sobre NPs/CS-DADD.

3.6.8 Efeito da concentracdo do peptideo ativado e tempo de incubacdo com
as NPs/CS-DADD.

A avaliacdo da influéncia da concentracéo do peptideo ativado (PEPativado) €
do tempo de incubacdo do PEPaiivado cOm as NPs/CS-DADD foi realizada por meio
de ferramenta estatistica, o planejamento fatorial.

O planejamento fatorial € indicado quando se deseja identificar, dentre um
namero de variaveis, aquela ou aguelas que apresentam maior importancia ou efeito
sobre a resposta em questdo. Os experimentos foram conduzidos utilizando uma
matriz de planejamento fatorial completo em dois niveis (22), onde cada fator assume
um valor maximo e um minimo. Combinando-se esses niveis entre todos os fatores
obtém-se 2" experimentos, onde n é o numero de fatores analisados (91).

Os niveis maximo e minimo aplicados neste estudo estdo representados na
Tabela 2. A Matriz de planejamento fatorial foi gerada pelo programa Minitab® 15

Statistical Software.
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Tabela 2: Matriz de planejamento fatorial completo de duas variaveis, dois niveis e um ponto central.

Variavel Minimo Ponto Central | Maximo

[PEP]ativado (Mol Lt) 5,0x10° 2,75 x 104 5,0 x 10*

Tempo de incubacéo do [PEP]ativado
com as NPs/CS-DADD

30 min 45 min 60 min

A imobilizacdo da sequéncia peptidica (SEQPEP1) sobre NPs/CS-DADD foi
realizada pela adicado de 90 pL das NPs/CS-DADD em um microtubo, separou-se o
sélido com auxilio de um ima de neodimio e dispensou o sobrenadante. Em seguida,
adicionou-se 90 pL de solugcédo de peptideo ativado com EDC/NHS em diferentes
concentragdes (5,0 x 10°, 2,75 x 104 e 5,0 x 10* mol L?) e tempos de incubacgédo
(30, 45 e 60 minutos) conforme matriz de planejamento fatorial apresentada na
Tabela 2. As medidas foram realizadas em triplicata, utilizando volume de 30 pL de
NPs-DADD-PEP.

3.7 Otimizacédo dos parametros da voltametria de onda quadrada

Na otimizagdo dos parametros da SWYV, utilizou-se uma matriz de
planejamento fatorial completo 23. As variaveis estudadas foram: frequéncia (f),
amplitude de pulso (a) e incremento de varredura (AEs). Os niveis maximo e minimo

aplicados neste estudo estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3: Matriz de planejamento fatorial completo de trés variaveis, dois niveis e um ponto central.

Variavel Minimo Ponto Central Maximo
Frequéncia (Hz) 20 60 100
Amplitude de pulso (mV) 10 50 90
Incremento de varredura (mV) 2 6 10

Em um microtubo adicionou-se 750 uL das NPs/CS-DADD, separou-se 0

sélido com auxilio de um ima de neodimio e dispensou o sobrenadante. Em seguida
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adicionou-se 750 pL de solucdo peptideo ativado na concentracdo de
5,0 x 10"°mol L** mantendo em contato por 1h. As medidas foram realizadas em
triplicata, utilizando volume de 30 puL de NPs-DADD-PEP.

Os valores das variaveis estudadas neste experimento foram aplicados de
acordo com a matriz de planejamento fatorial gerada (Tabela 3). Os dados foram

tratados com o auxilio do Minitab® 15 Statistical Software.
3.8 Determinacdo da area eletroativa do eletrodo de trabalho

A determinagcdo da é&rea ativa do eletrodo de trabalho foi realizada por
voltametria ciclica variando-se a velocidade de varredura. Em uma célula
eletroquimica adicionou-se 5,0 mL de solucdo de ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)e]) 5,0 mmoL em meio aquoso de KCI 0,1 mol L' e em seguida,
registraram-se 0s voltamogramas ciclicos na faixa de intervalo de velocidade de
varredura entre 20 a 150 mV st e de 150 a 20 mV s, obtiveram-se as correntes de
pico anodica (lpa) € catddica (Ipc). Com o auxilio da Equacdo de Randles e Sevcik
(92) (Equacdo 1), calculou-se a area eletroativa do eletrodo antes e apds a
modificacdo da superficie com 30 pL de NPs/CS-DADD-PEP.

g = 2,69 x 10° A DY/?n3/2p1/2 ¢, (1)

Onde:

lpa = corrente anddica (A)

A= &rea eletroativa (cm?)

D= coeficiente de difusdo da espécie (cm? s?)
n = namero de elétrons envolvidos

v = velocidade de varredura (V s)

o = concentracdo da espécie quimica (mol cm-3).
3.9 Avaliacdo da sequéncia peptidica na catédlise da acetiltiocolina
Em um microtubo foram adicionados 50 pL de NPs/CS, separou-se o sélido

com auxilio de um iméa de neodimio e dispensou o sobrenadante. Em seguida foram

adicionados: 20 pL de iodeto de acetiltiocolina 50 mmol L, 20 uL de glutaraldeido
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25%, 20 pL de peptideo 1,0 x 10* mol Lt e 40 pL de solucdo tampdo fosfato
0,1 mol L'* em pH 7,0 deixando interagir por 3 minutos. Paralelamente foi preparada

uma amostra contendo a enzima AChE (50 U/mL) para fins comparativos.

3.10 Determinacéo do tempo de incubacéo do pesticida

Sabe-se que a enzima AChE sofre alteragbes quando colocada em contato
com pesticidas da classe dos organofosforados/carbamatos, ou seja, ambos os
compostos interagem com a enzima, inibindo sua capacidade e consequentemente,
diminuindo a formacé&o do produto reacional final, o que ocasiona uma diminui¢ao do
sinal analitico obtido. Como o objetivo € desenvolver um sensor bioinspirado na
enzima AChE, o tempo de inibicdo é um parametro importante a ser estudado.

Para a determinacao do tempo de incubacé&o do pesticida foram adicionados
30 pL de solucdo contendo NPs/CS-DADD-PEP sobre a superficie do eletrodo de
trabalho (retirou-se excesso de solucédo). Em seguida adicionou-se em um béquer
2,0 mL de solucdo do pesticida (carbofurano e/ou clorpirifés) na concentragdo de
2 x 10® mol L*. O eletrodo modificado com NPs-DADD-PEP foi imerso nesse béquer
contendo o pesticida, variando o tempo de contato de 1 a 15 minutos. Depois de ser
imerso na solucdo contendo o pesticida, o sensor foi lavado e inserido na célula
eletroquimica para as medidas voltamétricas. O sinal eletroquimico foi monitorado
pelo pico de oxidacao histidina, cujo valor diminui ao interagir com o pesticida. As
medidas foram realizadas em triplicata. O percentual de inibicdo foi calculado

utilizando a Equacgéo (2):

x 100 ()

onde lo corrente de pico na auséncia do pesticida e |11 corrente de pico apos inibigdo

com o pesticida.

3.11 Construcao da curva analitica para os pesticidas em estudo

Apés a determinagdo do tempo de incubacdo dos pesticidas em estudo,

construiu-se a curva analitica, variando-se a concentracdo de 1,0 x 10710 a
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5,0 x 10" ° mol L para o pesticida carbofurano e de 1,0 x 10° a 1,0 x 10® mol L
para o clorpirifés. As solucbes estoques dos pesticidas foram preparadas em
acetonitrila e diluidas em solugéo tampao PBS 0,1 mol L pH 7,0. Para as andlises,
foram adicionados 30 uL de NPs/CS-DADD-PEP na superficie do eletrodo, retirou-
se 0 excesso de solucédo peptidica e adicionou-se 20 pL de solucdo do pesticida,
deixando interagir por 5 minutos. Em seguida, o eletrodo de trabalho foi lavado para
retirar o excesso de pesticida e foi imerso na célula eletroquimica para as medidas.
Os respectivos percentuais de inibicdo foram calculados através da comparacédo da
intensidade de corrente obtida para o eletrodo submetido ao mesmo meio e tempo
de pré-concentracdo, na presenca e auséncia do pesticida (Equacgéo 2). Todas as
medidas foram realizadas em triplicata. Com base nos valores obtidos a partir da
curva analitica, calculou-se o limite de deteccéo (LD) e quantificagdo (LQ) para o
método de acordo com a Equacgdo 3 e 4 respectivamente, onde (Sp) é o desvio

padréo e (b) o coeficiente angular da curva analitica (93).

LD = 222 3)
LQ =" (4)

3.12 Seletividade do sensor bioinspirado

O sensor desenvolvido foi avaliado frente a outros pesticidas da classe dos
carbamato, organofosforado e piretrdide. Os pesticidas utilizados neste estudo
formam: carbofurano, carbaril, clorpirifés, malation, metamidofés e permetrina.
Preparou-se solucdo estoque dos pesticidas em acetonitrila e as diluicbes foram
realizadas em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L* pH 7,0. A concentracdo dos
pesticidas estudados foi de 4,0 x 107 mol L. O procedimento experimental foi

realizado como escrito no item 3.11.
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3.13 Aplicacdo do sensor em amostras de tomate e batata

O sensor bioinspirado proposto para determinacéo de pesticida, foi avaliado
em amostras de tomate e batata, “ambos organicos”, adquiridos em supermercado
local em Araraquara (SP, Brasil).

A metodologia utilizada para preparar as amostras foi de acordo com a
descrita na literatura (94); a batata e o tomate foram lavados, cortados e triturados.
Em seguida 2,0 g de amostra foram colocadas em contato com 10 mL de solugéo
tampdo PBS 0,1 mol L, pH 7,0 e submetidas ao ultrassom por 15 minutos.
Posteriormente, as amostras foram agitadas no vortex, centrifugadas a 10.000 rpm;
o volume final do sobrenadante foi de 9,0 mL. Pipetou-se 2,0 mL de cada extrato a
gual foi enriguecido com uma concentracdo conhecida de pesticida, e diluido em
solucéo tampéo PBS 0,1 mol L%, pH 7,0 até o volume de 3,0 mL.

Os voltamogramas foram obtidos ap0s a realizacdo de etapa de pré-
concentracdo do sensor com as amostras fortificadas no tempo de contato de 5
minutos. O percentual de inibicdo foi calculado através da intensidade de corrente
obtida para o eletrodo na auséncia e presenca do pesticida (Equacéo 2). O valor da
concentracdo de cada pesticida encontrado nas amostras reais foi calculado a partir
da equacao da reta obtida da curva analitica. Os percentuais de recuperacdo dos
pesticidas nas amostras foram calculados utilizando a Equacao 5. Todas as medidas

foram realizadas em triplicata.

[analito]encontrado X 100 (5)

[analito]adicionado

% Recuperacao =

3.13.1 Analise de pesticida nas amostras de tomate e batata por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (HPLC)

Com o objetivo de avaliar a validade do sensor desenvolvido, as amostras de
batata e tomate foram investigadas utilizando o método cromatogréfico.

O meétodo cromatografico foi desenvolvido para a determinacdo do pesticida
carbofurano e clorpirifés. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram: fase movel

composta de uma mistura de acetonitrila e &gua deionizada na proporgéo 70:30 (v/v),
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vazdo de 1,0 mL min‘t, volume de injecdo da amostra de 20 UL e comprimentos de
ondas de 230 nm para carbofurano e clorpirifés.
As amostras de tomate e batata foram preparadas utilizando o método de

extracdo estabelecido pela ANVISA (método QUEChERS), descrito a seguir.

3.13.1.1 Método QUEChERS

O controle de residuos de agrotoxicos em alimentos realizado pela ANVISA
tem como referéncia controles realizados por outros paises, tais como Estados
Unidos e Unido Europeia. Tais laboratorios fazem uso do método de extracdo de
residuo de pesticidas em amostras de frutas e vegetais utilizando o método
QUECHhERS, desenvolvido pela primeira vez em 2003 por Anastassiades et al. (95).

O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) é um
método de preparo de amostras descrito como rapido, facil, de baixo custo, efetivo,
robusto e seguro. Este método de extracdo € voltado para analise multirresidual de
pesticidas. Ao logo dos anos, o método original vem sendo modificado com o objetivo
de melhorar os percentuais de recuperagdo, uma vez que este método é eficaz para
a analise de outros grupos de compostos, incluindo produtos farmacéuticos (96,97),
micotoxinas (98,99), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (100,101) e em uma
grande variedade de matrizes complexas (102).

A Figura 9A apresenta o fluxograma do método original. A primeira etapa
consiste em uma extracédo, onde 10 g de amostra sdo colocadas em contato com
10 mL de acetonitrila (AcN), seguida por agitacdo vigorosa em vortex. A segunda
etapa (particao), consiste na adicao de 4,0 g de MgSOa4 e 1,0 g de NaCl. Essa mistura
€ agitada e centrifugada, ocorrendo a etapa de particao liquido-liquido entre a agua
presente na amostra e a acetonitrila. A adi¢cdo dos sais nesta etapa € devido ao efeito
“salting out”, 0 que promove um aumento nos percentuais de recuperacdo para
analito mais polares, uma vez que a adicdo de sais diminui a solubilidade destes
compostos na fase aquosa, bem como a quantidade de agua na fase organica e vice-
versa (4,103). A terceira etapa (limpeza), consiste em retirar uma aliquota de 1,0 mL
do sobrenadante e transferir para outro tubo, onde adiciona-se 150 mg de MgSQOa4 e
25 mg de etilenodiamino-N-propril (PSA) que é uma amina primaria e secundaria,

com a funcéo de remover acgucares, acidos graxos, acidos organicos e pigmentos
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(95,104). A mistura € agitada, centrifugada e uma aliquota do sobrenadante é filtrada.
A Ultima etapa consiste na analise cromatografica.

Vimos anteriormente que o método QUEChERS vem passando por
modificagbes. De acordo com levantamento bibliografico (101,105,106), foram
realizadas algumas adaptacdes no método de preparo de amostras para andlise de

pesticidas. Essas modificacdes podem ser visualizadas na Figura 9B.

Figura 9: Fluxograma representativo das etapas do método QUEChERS original (A) e adaptado neste
estudo (B).

Etapas do . ' (A) QUEChERS | (B) QUEChERS
Método original adaptado
. 10 g amostra + 0,2 g amostra +5 mL
Extragdo 10 mL AcN AcN + 10 mL agua
| Parti¢do 4 g MgSO, + — 68 MgSO. +
1g Nacl 1,5 g NaCl
1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante +
[ Limpeza L +150 mg MgSO, + — 150 mg MgS04 +
25 mg PSA 25 mg PSA + 25 mg Cig
Anidlise Analise
cromatografica cromatografica

Fonte: autoria prépria.

A abordagem utilizando o método QUEChERS é muito flexivel e serve como
modelo para modificagdo da metodologia dependendo das propriedades do analito,
composicdo da matriz, equipamento e técnica analitica disponivel no laboratorio. As
adaptacdes realizadas no método para preparar as amostras de tomate e batata
foram modificacdes realizadas na proporcédo de massa, volume de solvente e adicao
do sorvente Cis (octadecilsilano) para promover uma limpeza mais efetiva das

amostras (102,107). Ap6s todo o procedimento de extracao e preparo das amostras,
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pipetou-se 2,0 mL de cada extrato a qual foi fortificado com uma concentracéo
conhecida de pesticida, diluido em AcN até o volume de 3,0 mL e filtrado com filtro

de 0,45 pym antes da andlise no cromatografo.

3.14 Estabilidade do sensor bioinspirado

A sequéncia peptidica foi imobilizada sobre NPs/CS-DADD e armazenada na
geladeira a 4 °C em microtubo. Nos periodos de 1, 10, 30, 60, 90, 120 e 150 dias
foram realizados voltamogramas de onda quadrada, afim de avaliar a estabilidade

do sensor bioinspirado desenvolvido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As particulas magnéticas de FesO4 foram sintetizadas, funcionalizadas com
quitosana/DADD e o PEP foi imobilizado via DADD. As diversas etapas foram
caracterizadas por medidas de FTIR, SEM/FEG, TG/DTA, MET, BET, DRX e a seguir
serdo apresentados e discutidos os resultados.

Afim de determinar o magnetismo das nanoparticulas de 6xido de ferro,
utilizou-se método convencional, onde o material foi submetido a aplicacdo de um
campo magnético. A Figura 10 mostra a imagem das particulas de Fe3Os na
presenca e auséncia de campo magnético (ima). Onde se verifica que na auséncia
de campo magnético, as particulas apresentaram comportamento magnético
proximo de zero, e na presenca de um campo magnético ocorre um alinhamento das
particulas. Esse alinhamento € facilmente desfeito ap6s a remocdo do campo
magnético, mostrando que o material sintetizado apresenta propriedades

magnéticas.

Figura 10: Fotos das magnetitas sintetizadas na auséncia e presenca de um campo magnético
(ima).

Fe30a Fe30a

Fonte: autoria propria.



RESULTADOS E DISCUSSAO

55

4.1 Espectroscopia vibracional naregido do infravermelho

A Figura 11 mostra as medidas de espectroscopia no infravermelho
evidenciando a presenca de modos de vibracdo relacionados a macromolécula
utilizada na modificacao de superficie das particulas magnéticas.

O espectro de FTIR das particulas de Fe3O4 apresenta banda na regido de
3388 cm! caracteristico da ligagcdo OH na magnetita (proveniente de moléculas de
agua adsorvidas na superficie do material) e uma banda em torno de 541 cm™ que
geralmente ocorre pela vibragdo da ligagdo Fe—O, confirmando a presenca de
particulas de magnetita. O espectro de Fe3O4/CS apresenta bandas de absor¢cao em
3243 cm correspondente a ligacdo de O-H e vibracdes de estiramento N-H as
guais geralmente se apresentam sobrepostas, alargando a banda. Adicionalmente,
observa-se bandas de absorcédo em 1634 cm, relacionadas com a deformacéo da
ligagdo N-H do grupo NHz (amina) na quitosana, e em 1041 cm que corresponde a
vibracdo de estiramento C-N. Verifica-se também que ap0s o revestimento das
particulas com quitosana, o pico referente a ligacdo Fe-O em 541 cm™ teve um

pequeno deslocamento (526 cm™) no espectro Fez04/CS.

Figura 11: Espectro de FTIR das particulas magnéticas de Fez04 (=) e Fez04/CS (=).
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Fonte: autoria prépria.
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As bandas atribuidas anteriormente provém basicamente de vibracdes de
estiramento (ou deformacdo axial), representada por v, ou por vibragbes de
dobramento (deformagéo angular), representada por 6. A Tabela 4, apresenta de
forma resumida as principais atribuicdes e grupos funcionais (108,109) encontrados

(Figura 11) nas nanoparticulas de magnetita e magnetita revestida com quitosana.

Tabela 4: Principais grupos funcionais e atribui¢es das particulas magnetitas e magnetitas revestidas

com quitosana.

Principais
3388 3243 1634 1041 ~541
bandas (cm™)
v (0O-H)e
Atribuicdes v (O-H) 0 (N-H) v (C-N) Fe-O
v (N-H)

A imobilizacao do PEP sobre as nanoparticulas revestidas com quitosana ndo
foi satisfatoria, desta forma, as Fes04/CS foram modificadas com DADD. A Figura 12
apresenta o espectro de Fe304/CS-DADD e ap0s imobilizagdo da SEQPEP1. O
espectro de Fe304/CS-DADD apresentou uma diminuigdo na intensidade da banda
em torno de 3400 cm™? quando comparado ao espectro de Fes304/CS. Esta
diminuicdo de intensidade pode ser atribuida a ligacdo da molécula de DADD ao
grupo OH presente na molécula de quitosana. Além disso, nota-se o aparecimento
de bandas na regido de 2929 e 2858 cm referentes a deformacéo axial simétrica
de C-H, presente em hidrocarbonetos. Dessa maneira, com base nas observacdes
realizadas, pode-se inferir que ocorreu a modificagdo com DADD nas particulas de
Fe304/CS. Estabelecendo uma comparacéo entre o espectro de Fe304/CS-DADD
com espectro Fez04/CS-DADD-PEP, verifica-se que houve a introducdo de grupos
caracteristicos dos aminoacidos presentes na sequéncia peptidica. Isto pode ser
justificado pelo aumento da intensidade da banda em 3323 cm, resultante da
sobreposi¢do das bandas de deformacéo axial de O-H e N-H. Além disso, ocorre
também um aumento de intensidade na regido de 1639 cm, atribuida a deformacéo
angular simétrica de ligacbes do tipo N-H e o aparecimento de uma banda em
1560 cm?, tipica da deformacéo axial assimétrica da ligacdo C=0. As bandas de

estiramento C=C em 1475 e 1379 cm ! também sdo observadas, sugerindo a
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presenca de anéis aromaticos, o que esta de acordo com esperado, uma vez que a

sequéncia peptidica apresenta histidina e triptofano em sua estrutura.

Figura 12: Espectro de FTIR das particulas magnéticas de Fe304/CS (==), Fe304/CS-DADD (=) e

apos imobilizagéo da sequéncia peptidica (FesO4/CS-DADD-PEP) (=).

Transmitancia (%)

A Tabela 5 apresenta de forma resumida as principais bandas representadas
na Figura 12 e seus respectivos grupos funcionais (108,109).

Tabela 5: Principais grupos funcionais e atribuicbes das particulas de magnetitas e magnetitas

3243
—— Fe,0,/CS-DADD-PEP

Fe,0,/CS
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N\
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Fonte: autoria prépria.
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4.2 Microscopia eletrénica de varredura de alta resolucao

A Figura 13 mostra as imagens de microscopia das particulas magnéticas de
Fes0s4 sintetizada no laboratério, FesO4/CS e Fe304/CS-DADD. Pode-se observar
gue as particulas magnéticas de Fe3O4foram obtidas satisfatoriamente, mas nota-se
pequenos aglomerados de particulas esféricas muito pequenas com diferentes
morfologias. Apds o0 revestimento com quitosana (FesO4/CS), constata-se que
ocorreu um encapsulamento, uma vez que a imagem mostra uma pequena
uniformizagdo na morfologia, ou seja, verifica-se uma diferenga na forma estrutural
das particulas que pode ser causada pela pelicula de quitosana. As imagens das
particulas funcionalizadas com DADD (FesO4/CS-DADD) n&o apresentaram
diferenca significativa quando comparadas com as particulas revestidas com
quitosana, onde também pode-se observar pequenos aglomerados esféricos de

particulas.

Figura 13: Imagens de SEM-FEG das particulas magnéticas com magnificagcdo de 100.000 e

150.000X respectivamente.
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Fes04/CS
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Fonte: autoria prépria.

4.3 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Com o intuito de melhor visualizar a morfologia dos materiais sintetizados,
foram realizadas imagens utilizando a microscopia eletronica de transmissao. As
imagens de TEM podem ser visualizadas na Figura 14, onde se observa um
agregado de particulas de FesO4 com morfologia diferente. Apos a interacdo de
Fes304 com quitosana (FesOa4/CS), foi possivel detectar alteragdo na estrutura das
amostras funcionalizadas, onde se observa uma pelicula em torno das particulas,
mostrando que de fato ocorreu o revestimento com quitosana. Esse revestimento
também pode ser visualizado nas imagens referente a Fes04/CS- DADD, onde

observamos também uma “melhora” nos aglomerados esféricos das particulas.



RESULTADOS E DISCUSSAO

60

Figura 14: Imagens de MET das particulas de Fesz0Oa, FesO4/CS e Fez04/CS-DADD com ampliagao
de 50 e 20 nm respectivamente.

Fez04/CS-DADD

Fonte: autoria propria.
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Dentre as técnicas atuais, a mais utilizada para a observacdo direta de
nanoestruturas, formando imagens a niveis atdmicos, é o TEM. Assim, esta técnica
permite fazer a andlise da morfologia, tamanho e distribuicdo das nanoparticulas
sintetizadas. A partir das imagens de TEM e com auxilio do software ImageJ® foi
possivel medir o tamanho das particulas de Fes3Oas, Fes04/CS e Fe304/CS-DADD. A
Figura 15 apresenta o grafico de distribuicdo de tamanho das particulas de FesOa,
Fes04/CS e Fe304/CS-DADD obtidas pela contagem direta das particulas. Os
resultados mostram uma heterogeneidade de tamanhos, onde se observa um

tamanho médio de 8,0 nm para Fes3O4 e 10,0 nm para os materiais Fe304/CS e

Fes04/CS-DADD.

Figura 15: Histograma obtido pela contagem das
Fe304/CS-DADD, respectivamente.
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4.4 Andlise pelo método de BET

O método de BET € um dos procedimentos utilizados para a determinacéo da
area superficial especifica de materiais. A Tabela 6 apresenta os valores de area
superficial, volume e tamanho médio dos poros de Fes3Oas, Fe304/CS e Fes304/CS-
DADD. Analisando os dados, pode-se observar que a area especifica dos materiais
em estudo, sdo relativamente préximas, variando de 103,96 a 112,60 m? g'. Em
relacdo ao volume dos poros, ndo houve variagdo significativa apés a modificacao
da superficie dos materiais de Fe304/CS e Fe304/CS-DADD.

O tamanho médio dos poros das particulas de 6xido de ferro é da ordem de
nandémetros. Observa-se que apos a modificagcdo, houve uma pequena diminuicao,
isto pode estar associado ao preenchimento ou recobrimento dos poros das
nanoparticulas com os modificadores, indicando que a quitosana e o DADD foram
incorporados na matriz. Como a analise de area superficial por BET realiza medidas
da area através de terminacdo do volume de gas nitrogénio adsorvido/dessorvido
fisicamente sobre a superficie da amostra (110), o tamanho de poro tende a ser
menor para Fe304/CS e Fes304/CS-DADD uma vez que o volume dos poros
presentes na superficie foram preenchidos com quitosana e DADD,
respectivamente. Este fato explica a diminuicdo do tamanho médio dos poros das

nanoparticulas de 13,54 para 12,62 nm ap6s as modificacdes.

Tabela 6: Dados da isoterma de adsorcao (BET) obtidos para as nanoparticulas de Fez04, Fe304/CS
e Fe304/CS-DADD.

. Area superficial Volume do poro Tamanho médio
Material 2 1
(m=g™) (cm® g dos poros (hm)
FesO4 112,60 0,40 13,54
Fes04/CS 103,96 0,39 13,21
Fes04/CS-DADD 110,20 0,38 12,62
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4.5 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas (TG) desempenham papel importante na
determinacdo da estabilidade térmica dos materiais, além de fornecerem dados
guantitativos quanto a perda de massa em funcédo da temperatura. As curvas TG
estdo apresentadas na Figura 16, onde se observa que as nanoparticulas
magnéticas de ferro apresentam uma pequena perda de massa (cerca de 2,5%) até
220 °C, atribuida a perda de agua adsorvida; todas as amostras mantem a massa
ap6s 500 °C. Pode-se perceber que a incorporacdo de quitosana e DADD as
nanoparticulas foi realizada satisfatoriamente uma vez que ha um aumento na perda

de massa dos materiais estudados em cada etapa de sintese.

Figura 16: Curvas de TG para Fez0a, Fes04/CS e Fez04/CS-DADD.
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Fonte: autoria propria

Os processos fisicos e quimicos envolvendo variacdo de energia podem ser
melhor descritos com as curvas de Analise Térmica Diferencial (DTA) que estdo
representadas juntamente com TG na Figura 17. Para a magnetita, verifica-se
apenas um evento exotérmico em torno de 600 °C (Figura 17A), que corresponde a
transicdo de fase da magnetita para hematita (111). As Figuras 17B e 17C

apresentam dois eventos de decomposi¢ao térmica. O primeiro por volta de 250 °C
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relacionado a decomposicdo de matéria organica e o segundo estagio de
decomposicédo térmica em torno de 600 °C resultante da decomposicéo de Fes3Oas a
Fe20s3 (ferro 1l para ferro Ill). A temperatura diferencial apresentada na Figura 17C é
maior do que na Figura 17B.

De acordo com os resultados de analise térmica pode-se inferir que as
nanoparticulas de Fe3O4 foram recobertas com quitosana, pois observa-se eventos
relacionados a decomposicao de material organico, que estdo diretamente ligados a
incorporacdo de quitosana e DADD as nanoparticulas de magnetita.

Figura 17: Curvas de TG e DTA para (A) FesOa, (B) FesO4/CS e (C) Fes04/CS-DADD.
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Fonte: autoria propria.

4.6 Difracdo de raios X

A difracdo de raios X corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizagdo estrutural e microestrutural de matérias cristalinos, permitindo
identifica-los mediante comparacao com estruturas cristalinas ja conhecidas.

A Figura 18 apresenta os difratogramas das nanoparticulas obtidas pelo
método de sintese por co-precipitacdo e subsequentes modificacdes da magnetita.
Na Figura 18A temos Fes04 que foi modificado com quitosana, DADD e imobilizagéo
da sequéncia peptidica - FesO4/CS-DADD-PEP (Figura 18B). Na Figura 18C temos
Fe304/CS-DADD-PEP apo6s oxidagcdo do material na superficie do eletrodo. Os
valores de 20 encontrados nos difratogramas foram: 30,1°; 35,7°; 43,3°; 53,7°; 57,3°
e 62,8°. Esses dados foram analisando na Base de Dados de Estruturas Cristalinas
(BDEC) ou Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), a qual utiliza o programa
CRYSTMET (versdo 5.6.0), onde verificou-se que tais valores séo referentes a
difracbes dos planos da fase cristalina estrutura do espinélio da magnetita (112),
conforme apresentado na Figura 19.

Analisando a Figura 18C, observamos que apés a varredura de potencial no
intervalo de -0,2 a +1,3 V, ndo houve alteracdo na estrutura cristalina do material
Fe304/CS-DADD-PEP.
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Figura 18: Difratograma obtido para: (A) Fez0a, (B) Fez04/CS-DADD-PEP e (C) Fe304/CS-DAD-PEP

apos oxidacao do material na superficie do eletrodo.
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Fonte: autoria propria.

Figura 19: Difratograma da magnetita obtido na Base de Dados de Estruturas Cristalinas.
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4.7 Resposta eletroquimica da sequéncia peptidica em solucao

A sequéncia peptidica SEQPEP1 é constituida por (NHz* - His — Glu — Trp —
Arg — Pro — Ser — COO), conforme ilustrada na Figura 20.

Figura 20: Estrutura quimica da sequéncia peptidica (SEQPEP1).
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Fonte: autoria propria.

Afim de avaliar a resposta eletroquimica da sequéncia peptidica sobre o
eletrodo de carbono vitreo, foram realizados experimentos preliminares usando
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada. Os dados experimentais obtidos
por voltametria ciclica (Figura 21), mostram que a SEQPEP1 apresentou um pico
anddico no sentido de varredura de potenciais crescentes (Ep= +0,9 V), ou seja,
ocorre um processo de oxidagdo do analito sobre o eletrodo de carbono vitreo. Na

varredura no sentido inverso nao foi observado pico de reducéo.
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Figura 21: Voltamogramas ciclicos obtidos para a solucdo de NaClO4 0,1 mol L' em pH 7,0 (==) e

na mesma solucéo de eletrdlito contendo 1,0 x 10* mol L' de SEQPEP1 (==). Velocidade de

varredura 50 mV s,

NaClo,
120 1 —— SEQPEP1 (1,0 x 10 mol L")
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E/V vs Ag/AgCl

Fonte: autoria propria.

A sequéncia peptidica apresenta em sua estrutura os aminodacidos histidina e
triptofano, que sdo suscetiveis a reacdo redox, uma vez que possuem em sua
estrutura quimica grupos aromaticos que sao muito sensiveis ao ataque oxidativo
das espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. A oxidacdo do triptofano no
eletrodo de carbono vitreo ocorre no anel indol e corresponde a formagéo de 2-oxi-
indol. A oxidacdo seguinte leva a formacdo de uma espécie 2,7-oxi-indol, logo o
triptofano apresenta dois potenciais de oxidacao (Ep= +0,65 V e Ep= +1,05 V). Por
outro lado, a oxidacdo da histidina em eletrodo de carbono vitreo corre em apenas
um potencial (Ep= +1,2 V). O centro eletroativo da histidina € o grupo imidazol e os
residuos da histidina sao oxidados a 2-oxohistidina (71,72,113).

A Figura 22, apresenta o perfil voltamétrico da SEQPEP1 usando voltametria
de onda quadrada, onde podemos observar um pico de oxidacdo em torno de +0,9 V,
valor préximo do obtido na voltametria ciclica. Esse pico (Ep= +0,9 V) esta
relacionado a oxidacao da histidina, uma vez que o triptofano apresenta dois picos

de oxidacéo.
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Figura 22: Voltamograma de onda quadrada obtido para a SEQPEP1 em meio NaClO4 0,1 mol L™*
em pH 7,0. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs = 5 mV. Ajuste da linha de base dos

voltamogramas pelo software NOVA 2.1.
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Fonte: autoria propria.

A Figura 23A mostra o voltamograma de onda quadrada da SEQPEP1 na
concentracdo de 5,0 x 10* mol L* imobilizada sobre nanoparticulas magnéticas,
onde se observa um pico ao redor de +0,7 V. O aminoacido presente na sequéncia
peptidica que poderia estar sofrendo oxidacdo neste potencial é triptofano. A Figura
23B apresenta o voltamograma de pulso diferencial da oxidac&o do triptofano obtido
por Enache e Brett em eletrodo de carbono vitreo (72). Analisando o voltamograma
da oxidacé&o do triptofano (Figura 23B), observa-se que a corrente de pico P1 > P2, o
gue nao ocorre quando se compara com o voltamograma da oxidagéo da SEQPEP1,
ou seja, P1 < P2. Logo se pode inferir que, de fato, o pico monitorado na oxidacao da

SEQPEPL é referente a oxidacéo da histidina.
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Figura 23: (A) Voltamogramas de onda quadrada em meio NaClO4 0,1 mol L't em pH 7,5. Parametros
utilizados: f = 100 Hz, a = 90 mV, AEs = 6 mV. ET = carbono vitreo modificado com nanoparticulas
magnéticas conforme inserido na figura. (B) Voltamograma de pulso diferencial em solucdo PBS
0,1 mol L't em pH 7,0. Parametros utilizados: a= 50 mV, v=5 mV s'! e intervalo de pulso 70 ms.
P1 (primeiro pico) e P2 (segundo pico).
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Fonte: autoria prépria. Fonte: Enache e Brett (72).

4.8 Imobilizacdo do peptideo sobre particulas magnéticas de ferro

Para proceder com a imobilizagdo da SEQPEP1, utilizou-se nanoparticulas
comercial de oxido de ferro funcionalizadas com grupos carboxilicos (FezO4-COOH)
e nanoparticulas revestidas com quitosana, sintetizadas no laboratério.

A estratégia de sintese era imobilizar a sequéncia peptidica SEQPEP1 pelo
grupamento amino terminal com o grupo carboxilico presente nas nanoparticulas.
Para isto foram utilizados nanoparticulas comerciais funcionalizadas com grupo
carboxilico e nanoparticulas revestidas com quitosana. A Figura 24 mostra que essa
estratégia de sintese ndo foi satisfatéria uma vez que ndo se observou o0 pico
referente & oxidacdo do analito. Tal fato pode ser justificado pelo grupo amino
terminal, a histidina possui um anel aromético em sua estrutura, 0 que pode esta
causando um impedimento estérico e consequentemente dificultando a ligacdo do

grupo amino terminal do residuo de histidina com o grupo carboxilico presente na
superficie das nanoparticulas.
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Figura 24: Voltamogramas de onda quadrada para eletrodo de carbono vitreo em meio NaClO4
0,1mol L' em pH 7,0. Peptideo imobilizado na superficie das particulas carboxiladas e

funcionalizadas com quitosana. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a =20 mV, AEs =5 mV.

25 | —— NPs-COOH-SEQPEP1
| —— NPs/CS-SEQPEP1

03 00 03 06 09 12 15
E/V vs Ag/AgCl

Fonte: autoria propria.

Com o objetivo de comprovar que o anel aroméatico da histidina estaria
dificultando a ligacéo, realizou-se experimentos utilizando uma sequéncia peptidica
com acido glutamico na extremidade; a Figura 25 apresenta a estrutura da SEQPEP2
(NHs* - Glu — His — Trp — Trp — Pro — Ser — COQ") investigada. A Figura 26 mostra
0s voltamogramas de onda quadrada da SEQPEP2 imobilizada sobre as
nanoparticulas magnéticas, onde se observa a presenca de pico de oxidacao.

Mostrando que de fato estava ocorrendo impedimento estérico.
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Figura 25: Estrutura quimica da sequéncia peptidica (SEQPEP2).
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Fonte: autoria propria.

Figura 26: Voltamograma de onda quadrada em meio NaClO4 0,1 mol L** em pH 7,0. SEQPEP2

imobilizado na superficie das particulas magnéticas carboxiladas. Concentracdo do peptideo

5,0 x 10" 5 mol L. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs =5 mV.
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Fonte: autoria prépria.
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A segunda estratégia foi imobilizar a SEQPEP1 pelo grupamento carboxi
terminal com o grupo amino presente nas nanoparticulas magnéticas. Para isso, as
nanoparticulas carboxiladas (comercial) e também aquelas que foram revestidas
com quitosana foram funcionalizadas com 1,12-diaminododecano. A Figura 27
mostra o esquema da reacao das particulas magnéticas funcionalizadas com DADD
sendo com grupo carboxilico (NPs-COOH) na Figura 27A e funcionalizada com CS
representada na Figura 27B.

Uma das estratégias de imobilizar agentes biosseletivos € o uso de agentes
EDC/NHS (70) para ativar o grupo carboxilico. Na Figura 27C é representado o
esquema da reacdo da pré-ativacdo da SEQPEP1 com EDC/NHS e posterior
imobilizacédo do peptideo sobres as NPs-COOH-DADD e NPs/CS-DADD.

Figura 27: Esquema da modificagdo da NPs com DADD (A e B) e dareacao de ativacdo da SEQPEP1
com EDC/NHS e imobilizacdo do peptideo sobre as NPs-DADD (C).
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Fonte: autoria propria.
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A Figura 28 mostra os voltamogramas de onda quadrada da SEQPEP1
imobilizada sobre as nanoparticulas magnéticas, via DADD. Verifica-se 0 pico de
oxidacao da histidina, comprovando que a SEQPEP1 foi imobilizada com éxito sobre
as NPs comerciais e nas preparadas no laboratério. Desta forma, para os estudos

seguintes utilizou-se as NPs/CS-DADD.

Figura 28: Voltamogramas de onda para eletrodo de carbono vitreo em meio NaClO4 0,1 mol L™ em
pH 7,0 na auséncia e presenca do peptideo imobilizado na superficie das NPs-COOH-DADD e
NPs/CS-DADD. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs =5 mV.

18
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151 —— NPs-COOH-DADD-PEP
—— NPs/CS-DADD-PEP
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Fonte: autoria propria.

49 Otimizacdo dos Parametros Experimentais

4.9.1 Concentracdo de EDC/NHS

O uso de carbodiimidas solluveis em agua e hidréxisuccinimidas como
reagentes de acoplamento/unido para modificacao seletiva de carboxilatos e grupos
amino presentes em biomoléculas, vem sendo bastante explorado e descrito na
literatura (114,115). Em outras palavras, a terminagao carboxilica é pré-ativada e a
imobilizacdo da molécula ocorre com grupo amino do suporte. E interessante
salientar que o EDC e NHS néo continuam fazendo parte da ligacdo, mas sao

liberados em solugéo. A Figura 29 apresenta duas estratégias de acoplamento, apos
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a ativacdo do grupo carboxilico, formando o éster ativado o-acil-uréia, ocorre a
reacao direta com grupo amina primaria da biomolécula ou uma nova ativagdo com
N-hidroxisuccinimida (NHS) formando um intermediario ativado estavel a base de um
éster amino reativo que na presenca da amina primaria forma a ligacdo amida. A

reacao de hidrdlise do éster ativado regenera o grupo carboxilico.

Figura 29: Esquema reacional do EDC com NHS entre o suporte e a biomolécula.
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EDC \\\[ > Ester NHS amino
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Fonte: Haworth, Protein Methods Library (116).

A Figura 30 apresenta os voltamogramas de onda quadrada da sequéncia
peptidica (SEQPEP1) ativada em diferentes concentracdes de EDC (9,4; 12,5; 18,6
e 37,5 mmol LY) e NHS (6,2; 8,3;12,5 e 25 mmol L) imobilizada sobre NPs/CS-
DADD. Os resultados sugerem que a relacdo de concentracdo de
18,5/12,5 mmol L ! (EDC/NHS) foi a que possibilitou a oxidagédo do grupo histidina
com maior corrente de pico, justificando assim a escolha desta condicdo para

preparacdo dos proximos sensores bioinspirados.
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Figura 30: Voltamogramas de onda quadrada em meio NaClO4 0,1 mol Lt em pH 7,0. Efeito das
concentracbes EDC/NHS na ativacido de PEP para imobilizacdo sobre NPs/CS-DADD. Parametros
utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs= 5 mV. ET = carbono vitreo modificado com NPs/CS-DADD-
PEP.
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Fonte: autoria propria.

49.2 Otimizacdo da concentracdo de DADD

A variacdo da quantidade de 1,12-diaminododecano (DADD) a ser utilizada
durante a reacdo também foi avaliada por SWV. Os resultados sédo apresentados na
Figura 31. De acordo com o grafico, observa-se um aumento de corrente de oxidagéo
em funcdo do aumento da concentracdo de DADD até 10 mmol L. A partir dessa
concentracdo ocorre uma diminuicdo no valor de corrente, o que pode estar
associado ao excesso de DADD sobre a superficie das particulas magnéticas
dificultando o processo de transferéncia de carga entre o sensor bioinspirado e a

solucéo.
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Figura 31: Correntes de pico de oxidagdo vs concentragdo da solugdo de DADD (mmol L),

Er= carbono vitreo modificado com NPs/CS-DADD-PEP. Inset: voltamograma de onda quadrada em
meio NaClO4 0,1 mol L-1 em pH 7,0. Pardmetros utilizados: f = 25 Hz, a =20 mV, AEs =5 mV.
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Fonte: autoria prépria.

4.9.3 Avaliacdo do eletrolito suporte e estudo de pH do meio

Experimentos iniciais para a SEQPEP1 foram realizados nos eletrélitos

suporte NaClO4, PBS, BR e Mcllvaine, todos preparados em uma concentracdo de

0,1 mol L't em pH 7,0, com o objetivo de avaliar qual eletrélito proporcionaria melhor

resposta voltamétrica para o sensor desenvolvido. A maior variacdo de corrente,

guando comparando com os demais eletrélitos estudados, foi obtida com o uso da

solucdo de perclorato de sodio (Figura 32), a qual foi escolhida para estudos

subsequentes. Este resultado pode estar associado ao raio de ion hidratado de ClO4

ser menor em relacéo aos outros, possibilitando uma maior mobilidade ou facilidade

de transferéncia de carga entre o sensor bioinspirado e a solucdo, o que contribui

para uma maior corrente de pico.
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Figura 32: Voltamogramas de onda quadrada em diferentes eletrdlitos, na concentracdo de
0,1 mol L *em pH 7,0. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs = 5 mV. Et = carbono vitreo
modificado com NPs/CS-DADD-PEP.
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Fonte: autoria prépria.

A concentragdo da solucao eletrolitica pode influenciar em uma melhor resposta
do sensor. O efeito de diferentes concentracdes da solu¢cdo de NaClO4 foram avaliadas.
Na Figura 33, observa-se a intensidade de corrente de pico de oxidacdo de NP/CS-
DADD-PEP em meio a solugéo de NaClO4 no intervalo de concentracdo de 0,010 a
0,25 mol L, onde percebe-se que solucdes eletroliticas mais diluidas apresentaram
intensidade de corrente de pico menor devido a resisténcia da solucédo, comprometendo
a transferéncia de elétrons, ocasionando assim uma menor resposta analitica. Solucéo
mais concentrada de NaClO4 proporcionaram uma perda de 15% na corrente de
oxidacdo do peptideo, o que pode estar relacionado com o aumento das cargas
elétricas no meio, aumentando assim o tempo de formacdo da dupla camada elétrica,
minimizando a oxidacdo do peptideo na superficie do eletrodo (117). A maior
intensidade de corrente de pico de oxidacao do peptideo foi obtida na concentracéo de
0,10 mol L' a qual sera fixada para as préximas etapas.
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Figura 33: Voltamogramas de onda quadrada da solucdo de NaClOs em pH 7,0 em diferentes
concentragdes do eletrdlito. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs = 5 mV. Et = carbono
vitreo modificado com NPs/CS-DADD-PEP.

354 ——10,010 mol L"
1 —— 0,025 mol L"
30__ —— 0,050 mol L
25+ ——0,10 mol L
20 ] 0,25 mol L™
< ]
= 15+
10 -
5 ] —_— /
0] — A\
-54

07 08 09 10 11 12
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: autoria propria.

O pH do meio pode afetar a resposta voltamétrica da sequéncia peptidica em
estudo. Desse modo, foram realizados testes de eletroatividade do sensor
bioinspirado (NPs/CS-DADD-PEP) em diferentes valores de pH empregando-se
solucéo de NaClO4 0,1 mol L't num intervalo de pH entre 4 a 9.

A sequéncia peptidica (SEQPEP1) possui grupos ionizaveis (imidazol,
carboxila, indol e amino) nas cadeias laterais de seus aminoacidos (Figura 20). De
acordo com o pH do meio, estes grupos podem apresentar carga elétrica positiva,
negativa ou neutra. Como a conformacao da sequéncia peptidica depende em parte
da sua carga elétrica, havera um pH 6timo para o sistema. A Figura 34 apresenta o
gréafico de corrente versus variacdo do valor de pH do meio. O resultado encontrado
mostra que a maior corrente foi obtida em pH 7,5; valor proximo do pH 6timo da
enzima AChE (pH 7,0) (118). Desta forma, o pH 7,5 do eletrdlito suporte foi fixado
para as proximas etapas. Ademais na Figura 34 observa-se que ndo houve variacéo
de potencial em fun¢éo do valor de pH. Isso mostra que, as reacfes na superficie do

eletrodo ndo sao influenciadas por reacdes de protonacdo. A literatura relata que
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variacdes perto do valor teérico de 30 e 60 mV em funcao do pH indicam protonacao
(elétrons e prétons envolvidos na reacdo) (119-121). A invariabilidade do valor de

potencial em funcéo do pH sugere que ha apenas elétrons envolvidos na reacao.

Figura 34: Efeito do pH do eletrdlito NaClO4 e potencial de pico de oxidacdo do peptideo imobilizado
sobre nanoparticulas magnéticas.
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Fonte: autoria propria.

49.4 Influéncia da quantidade de NPs/CS-DADD-PEP sobre a superficie do
eletrodo e tempo de reagcdo do DADD com as NPs/CS.

O recobrimento superficial, ou grau de saturacdo, da superficie do eletrodo é
um parametro importante no desenvolvimento de biossensores e/ou sensores
modificados com nanoparticulas.

As nanoparticulas magnéticas, apresentam efeitos benéficos tais como o
aumento da velocidade de transferéncia de carga na interface eletrodo/solucéo,
efeito eletrocatalitico e aumento da area ativa do dispositivo (122). O uso de
nanoparticulas pode aumentar o ganho em sensibilidade e seletividade, em relacao
as respostas obtidas com eletrodos convencionais. Apds a otimizacdo de alguns

parametros experimentais, avaliou-se a quantidade de particulas magnéticas sobre



RESULTADOS E DISCUSSAO

81

a superficie do eletrodo de trabalho, variando de 10 a 60 pL. A Figura 35 apresenta
o grafico de corrente em fungéo do volume de NPs/CS-DADD-PEP, onde se observa
um aumento de corrente em fungcdo do aumento no volume de NPs/CS-DADD-PEP
até 30 pL. A partir desse volume, ocorre uma diminuicdo no valor de corrente que
pode estar relacionada ao excesso de particulas sobre a superficie do eletrodo

dificultando o processo de transferéncia de carga na interface eletrodo/solucéo.

Figura 35: Grafico da corrente de pico de oxidacdo vs volume de solucdo contendo as NPs com
peptideo imobilizado. Er= carbono vitreo modificado com NPs/CS-DADD-PEP. Inset: Voltamogramas
de onda guadrada em meio NaClO4 0,1 mol L. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV,
AES =5 mV.
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Fonte: autoria propria.

O tempo de reacdo do DADD com as nanoparticulas magnéticas modificadas
com quitosana também foi otimizado. Variou-se o tempo de contato de 15 a 120
minutos. A Figura 36 mostra os voltamogramas de onda quadrada, onde se verifica
gue no intervalo de tempo estudado ocorreu uma pequena variacdo da corrente de
pico, o tempo de 30 minutos foi 0 que apresentou maior corrente, ou seja, 30 minutos
€ o tempo suficiente para ocorrer a reacao entre o DADD e as NPs/CS.
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Figura 36: Voltamogramas de onda quadrada em meio NaClO4 0,1 mol L' em pH 7,5. Parametros
utilizados: f =25 Hz, a=20 mV, AEs =5 mV. Inset: Gréfico da corrente de pico de oxidagao vs tempo

de contato das NPs com DADD. Et = carbono vitreo modificado com NPs/CS.
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Fonte: autoria propria.

49.5 Tempo de ativacdo do peptideo com EDC/NHS

Verificou-se anteriormente que uma das estratégias mais comuns de
imobilizar agentes biosseletivos é o uso de agentes EDC/NHS. Com base nesse
estudo, otimizou-se o tempo de reacdo necessario para ativar os grupos presentes
na SEQPEPL1. A Figura 37 mostra que a eficiéncia da reagdo de ativacdo com
EDC/NHS ocorre em 60 minutos, ou seja, observa-se um aumento na intensidade
de corrente até esse tempo, podendo estar associado com 0 aumento no niumero de
grupos carboxilicos ativados com EDC/NHS. A partir de 60 minutos, ocorre uma
pequena diminuicdo da corrente de pico que pode estar relacionado a diminuigéo da

eficiéncia dos agentes de reticulacdo EDC/NHS.
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Figura 37: Voltamogramas de onda quadrada em meio de NaClO4 0,1 mol L't em pH 7,5. Efeito do
tempo de ativagdo do PEP. Parametros utilizados: f = 25 Hz, a = 20 mV, AEs = 5 mV. Et = carbono
vitreo modificado com NPs/CS-DADD-PEP.
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Fonte: autoria propria.

4.9.6 Efeito da concentracdo do peptideo ativado e tempo de contato com as
NPs.

O uso de ferramentas estatisticas tais como o planejamento fatorial, ja foram
empregados para otimizacdo de métodos eletroanaliticos obtendo-se bons
resultados, uma vez que é possivel selecionar as varidveis experimentais que
influenciam significativamente na resposta analitica (123,124).

Para otimizacdo das condicdes experimentais estabelecidas neste item,
utilizou-se uma matriz de planejamento fatorial completo 22 e um ponto central. As
variaveis estudadas foram: concentracdo do peptideo ativado com EDC/NHS e o
tempo de contato desse peptideo ativado com as NPs/CS-DADD. A Tabela 7
apresenta as diversas combinacfes de valores de concentracdo e tempo de
incubacdo geradas pelo software para a realizacdo dos experimentos e 0s
respectivos valores de intensidade de corrente obtido utilizando voltametria de onda

guadrada.
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Tabela 7: Matriz de planejamento fatorial gerada pelo programa Minitab® 15 Statistical Software e
suas respectivas respostas instrumentais para a SWV. Estudo realizado em triplicata (n=3).

Experimento PEPativado (Mol L) Tecontato (MIN) | (LA)
1 5,0x 10° 30 49,0
2 5,0x 10* 30 31,6
3 5,0x 10° 60 40,5
4 5,0 x 10 60 28,5
5 5,0x 10° 30 38,2
6 5,0 x 10 30 32,4
7 5,0x10° 60 49,0
8 5,0x 10+ 60 31,9
9 5,0x10° 30 29,6
10 5,0x10* 30 28,4
11 5,0x 10° 60 32,5
12 5,0 x 10% 60 28,3

13 (PC) 2,75 x 10* 45 31,4

*PC= ponto central

Através dos resultados apresentados na Tabela 7 e com o auxilio do
Minitab® 15 Statistical Software foi possivel avaliar a influéncia de cada parametro
sobre o sistema. Observa-se no Grafico de Pareto (Figura 38) que a variavel que
influencia significativamente na resposta do sistema é a concentracéo do peptideo.
Por outro lado, o tempo de contato do peptideo ativado sobre as particulas ndo

apresentou influéncia significativa no processo de imobilizacéo.
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Figura 38: Gréfico de Pareto: influéncia das varidveis na imobilizacao do peptideo sobre as particulas
magnéticas. Sendo A, a concentracao do peptideo ativado, B, o tempo de incubacgéo e AB, influéncia

das duas variaveis juntas.
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Fonte: autoria prépria.

Uma outra forma de analisar as variaveis estudadas e as respostas de
corrente obtida € através do Gréfico dos Efeitos Principais (Figura 39), o qual permite
analisar os dados a partir de uma reta, ou seja, quanto mais inclinada a reta, maior
o coeficiente angular e mais forte serd o efeito da alteracdo naquela variavel. De
acordo com os resultados, verifica-se que a concentracdo do peptideo é a variavel
com maior influéncia sobre a resposta, que tende a ser maior quando a concentracao
do peptideo empregada é mais baixa, 5,0 x 10°> mol L (nivel minimo). J& o tempo
de contato do peptideo ativado com as particulas ndo tem interferéncia significativa
sobre o sistema, ou seja, de acordo com o gréafico de tendéncia, podem ser utilizados

30 ou 60 minutos. Desta maneira, para estudos seguintes, utilizou-se 30 minutos.
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Figura 39: Gréfico de tendéncia: intensidade de corrente para o nivel maximo e minimo de cada
variavel.
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Fonte: autoria propria.

4.9.7 Otimizacao dos parametros de Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada foi selecionada como técnica voltamétrica por
se tratar de uma técnica rapida e sensivel. Portanto, afim de se obter as melhores
condic¢@es de trabalho, otimizou-se os parametros de SWV atraves de planejamento
fatorial, a qual nos permite medir os efeitos (ou influéncias) que cada parametro
exerce sobre o outro e sobre o sistema em estudo. A Tabela 8 mostra a matriz de
planejamento fatorial e as respostas voltamétrica obtida na varredura com onda

guadrada.
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Tabela 8: Matriz de planejamento fatorial gerada pelo programa Minitab® 15 Statistical Software e
suas respectivas respostas instrumentais para a otimizagdo da SWV. Estudo realizado em triplicata
(n=3).

Experimento f (Hz) a(mv) AEs (mV) I (LA)
1 20 10 2 19,1
2 100 10 2 26,6
3 20 90 2 82,2
4 100 90 2 194
5 20 10 10 24,6
6 100 10 10 23,8
7 20 90 10 146
8 100 90 10 184
9 20 10 2 18,1

10 100 10 2 30,7
11 20 90 2 99,5
12 100 90 2 175
13 20 10 10 27,2
14 100 10 10 28,0
15 20 90 10 131
16 100 90 10 165
17 20 10 2 14,7
18 100 10 2 27,6
19 20 90 2 98,4
20 100 90 2 171
21 20 10 10 27,6
22 100 10 10 27,7
23 20 90 10 184
24 100 90 10 196
25* 60 50 6 122

*PC= ponto central



RESULTADOS E DISCUSSAO

88

A Figura 40 apresenta o diagrama de Pareto, expressando as variaveis
consideradas significativas a 95% de nivel de confianca. De acordo com gréfico,
pode-se evidenciar uma maior influéncia da amplitude, seguida pela frequéncia na
resposta do sistema, ou seja, 0s parametros amplitude e frequéncia sao significativos
na otimizacao das medidas. Por outro lado, o incremento de varredura ndo tem efeito

significativo sobre o sistema.

Figura 40: Gréfico de Pareto resultante do planejamento fatorial completo para trés variaveis:

frequéncia (Hz), amplitude de pulso (mV) e incremento de varredura (mV).

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Corrente (uA), Alpha = 0,05)
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Amplitude
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Fonte: autoria propria.

O grafico de tendéncia (Figura 41) mostra que os parametros frequéncia e
incremento de varredura apresentaram melhores resultados em torno do ponto
central, enquanto que a amplitude apresentou melhores resultados no seu nivel mais
alto. Apesar do incremento de varredura ndo apresentar efeito significativo sobre o
sistema, como € evidenciado no Grafico de Pareto, o grafico de tendéncia sugere
gue se trabalhe no valor do ponto central. Portanto, de acordo com os dados
estatisticos, optou-se em trabalhar com frequéncia de 100 Hz, amplitude de 90 mV

e incremento de varredura de 6 mV.
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Figura 41: Gréfico de tendéncia: intensidade de corrente para o nivel maximo e minimo de cada

variavel.
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Fonte: autoria prépria.

4.10 Determinacdo da superficie eletroativa do eletrodo de trabalho

Apos a imobilizacdo do peptideo sobre as NPs, foi investigado a area
eletroativa do eletrodo de trabalho antes e apds a modificagdo com 30 uL de NPs/CS-
DADD-PEP, em solucdo contendo 5,0 mmol L' de ferricianeto de potassio e
0,1 moL L de cloreto de potassio utilizando-se voltametria ciclica. As Figuras 42 e
43, mostram os voltamogramas ciclicos do eletrodo antes, apés a modificacdo da
superficie e as respectivas curva de regressao linear obtidas a partir da relacéo da
corrente de pico anddica (lpa) em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura

(Vl/2) .
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Figura 42: Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (20 a 150 mV s™1)
para o eletrodo de trabalho sem modificacdo e curva de regressao linear construida a partir das
correntes de pico anddica (lpa) dos voltamogramas ciclicos em fungéo da raiz quadrada da velocidade

de varredura (v*?).
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Fonte: autoria propria.

Figura 43: Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (20 a 150 mV s™1)
para o eletrodo de trabalho modificado com NPs/CS-DADD-PEP e curva de regressado linear
construida a partir das correntes de pico anddica (Ipa) dos voltamogramas ciclicos em fun¢éo da raiz

quadrada da velocidade de varredura (v'/?).
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Fonte: autoria propria.
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Os valores de corrente de pico anddica em funcédo da raiz quadrada da
velocidade de varredura foram lineares no intervalo de velocidade de 20 a
150 mV s°1, como pode ser observado na curva de regressao linear (Figura 42 e 43).
Com o auxilio da Equacdo de Randles e Sevcik (Equacdo 1), calculou-se a area
eletroativa do eletrodo, onde o coeficiente angular obtido a partir da curva de
regressao linear representa o valor da relagéo Ip/v?.

O eletrodo de trabalho possui 3,0 mm de diametro, com area geométrica de
7,1 x 102 cm?. A area eletroativa do eletrodo é de 7,8 x 102 cm? e apds a modificacédo
com 30 uL de NPs/CS-DADD-PEP ocorreu um aumento da area ativa para
9,2 x 10?2 cm?. Segundo Welch e Compton (122), existe algumas vantagens para o
uso de eletrodos modificados com nanoparticulas quando comparado a um eletrodo
ndo modificado, dentre os beneficios estdo o aumento da velocidade de transferéncia
de carga na interface eletrodo/solucao, efeito eletrocatalitico e aumento da area ativa

do dispositivo.

4.11 Avaliacdo da sequéncia peptidica na catélise de acetiltiocolina

Foi visto anteriormente que existem dois critérios para que moléculas sejam
consideradas biomiméticos ou bioinspirados da AChE. Esses critérios sugerem que
a molécula catalise a hidrdlise do substrato acetiltiocolina e que a molécula possua
interagdo com pesticidas. Mediante esses critérios, a sequéncia peptidica foi
avaliada na catélise da hidrélise do substrato iodeto de acetiltiocolina (ATChI). A
Figura 44 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos.

De acordo com Jeyapragasam e Saraswathi (125) a oxidacdo da tiocolina em
eletrodo de carbono vitreo ocorre em +0,72 V, valor este proximo ao obtido neste
trabalho. Além disso, observa-se a oxidacao do iodeto em +0,55 V potencial proximo
ao da oxidacao do produto da reacdo (tiocolina). O iodeto é eletroquimicamente ativo
em solucdo e uma questdo importante no uso de substrato contendo iodeto € o
excesso de substrato em comparacdo com a tiocolina que é produzida na hidrélise
enzimatica: a concentracdo do substrato esta no intervalo de mmol L1, enquanto que
a tiocolina é produzida em concentracdes baixas da ordem de pymol L? (126). Os
resultados apresentados (Figura 44) indicam que de fato a sequéncia peptidica
catalisa a reacao de hidrolise de acetiltiocolina, podendo ser utilizada para mimetizar
o sitio ativo da enzima AChE.
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Figura 44: Voltamogramas de onda quadrada em meio de NaClO4 0,1 mol L't em pH 7,0 da hidrolise
do substrato ATChlI catalisado pela AChE e SEQPEP1. Parametros utilizados: f = 70 Hz, a = 50 mV

e AEs =2 mV. ET = carbono vitreo modificado conforme inserido na figura.

—— NPs/CS_ATChI
250 - —— NPs/CS_ATChI + AChE
—— NPs/CS_ATChl + PEP

02 04 06 08 10 12
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: autoria prépria

A Figura 45 mostra o potencial de oxidag&do da tiocolina no intervalo de
varredura de +0,6 a +0,9 V. Analisando a intensidade de corrente, observa-se que a
enzima AChE tem uma maior eficiéncia catalitica, quando comparado a sequéncia
peptidica, uma vez que a intensidade de corrente de oxidacdo da tiocolina é mais
intensa. Apesar disso, a sequéncia peptidica pode ser utilizada na catalise da reacéo
de hidrolise de acetiltiocolina.
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Figura 45: Voltamogramas de onda quadrada da oxidacéo da tiocolina em meio de NaClO4 0,1
mol L ! em pH 7,0. Reacdo de hidrdlise do substrato ATChl catalisado pela AChE e SEQPEP1.
Parametros utilizados: f = 70 Hz, a = 50 mV e AEs = 2 mV. ET = carbono vitreo modificado conforme

inserido na figura
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Fonte: autoria propria.

4.12 Estudo do tempo de incubacéo do pesticida sobre o sensor bioinspirado

Apos verificar que o pesticida carbofurano e clorpirifés ndo interagem com as
nanoparticulas magnéticas, avaliou-se o tempo de inibicdo dos pesticidas pelo
sensor bioinspirado, aplicando todos os parametros ja otimizados. O tempo de
permanéncia do sensor bioinspirado em solucdo do pesticida € um parametro
importante frente a determinacao de pesticidas por inibicdo. Na Figura 46, observa-
se que o percentual de inibicdo aumenta com o tempo de pré-concentracdo em
solucdo com o pesticida até 10 minutos (isso para ambos). Em tempos maiores ndo
ocorre uma variacao significativa no percentual de inibicdo, isso pode estar
relacionado com a saturacao dos sitios ativos do peptideo na superficie do eletrodo.
Pode-se observar que a partir de 5 minutos houve uma pequena diferenca em
relacdo ao tempo de 10 minutos, desta forma, optou-se por fixar o tempo de

incubacdo em 5 minutos.
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Figura 46: Gréfico da intensidade de corrente em fun¢éo do tempo de incubac¢éo do pesticida, em (A)
carbofurano e (B) clorpirifés. Ambos na concentracdo de 2,0 x 10 mol L. Inset: Histograma da

porcentagem de inibicdo em fungéo do tempo de pré-concentracao.
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Fonte: autoria propria.

Apoés otimizar o tempo de incubacéo do pesticida com sensor bioinspirado,
avaliou-se o comportamento eletroquimico do sensor em meio a solugao eletrolitica
de ferricianeto de potéssio e ferrocianeto de potéssio (ferri/ferro), usando voltametria

ciclica. O comportamento do eletrodo foi avaliado antes, apdés a modificacdo da
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superficie com NPs/CS-DADD-PEP e apés etapa de interacdo com o pesticida na
concentracdo de 2,0 x 10°® mol LX. A Figura 47 mostra os voltamogramas ciclicos
obtidos, nos quais observa-se que houve diminuicdo dos picos anddico/catddico e
um pequeno deslocamento nos potenciais de pico (Ep) em relagcdo ao eletrodo de
carbono vitreo ndo modificado. O decréscimo nas correntes anddica/catodica indica
gue houve uma modificacdo da superficie do carbono vitreo, e 0 aumento na
diferenca do potencial de pico (AEp= 31,6 pHA) sugere uma cinética mais lenta para
o0 processo redox. A presenca do pesticida tem pouco efeito no voltamograma ciclico

no intervalo investigado.

Figura 47: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo sem modificacdo (==), apds a pré-

concentragao das NPs/CS-DADD-PEP (==) e ap0s a interacao do peptideo com o pesticida (==) em

meio de ferri/ferro 5,0 mmol L vs Ag|AgCI|KClsax no intervalo de potencial de -0,2 a +1,3 V com
v = 50 mV st

ferril/ferro (5,0 mmol L'1)
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—— NPs/CS-DADD-PEP + PEST (2,0 x 10 mol L")
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Fonte: autoria propria.

A Figura 48 mostra o perfil voltamétrico do sensor bioinspirado em meio a
solucao de NaClO4, no qual se nota um pico ao redor de 1,0 V, apds a modificacao
da superficie do eletrodo com o NPs/CS-DADD-PEP. Esse pico tem sua intensidade
diminuida ap6s contato de NPs/CS-DADD-PEP com o pesticida, o que confirma a

modificacdo da superficie do eletrodo e a interacdo do peptideo com o pesticida.
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Figura 48: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo sem modificacéo (==), apds a pré-

concentracdo das NPs/CS-DADD-PEP (==) e apds a interacdo do peptideo com o pesticida (==) em

meio de NaClO4 0,1 mol L vs Ag|AgCI|KClsa no intervalo de potencial de -0,2a+1,3V,v=50mV s™1.
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Fonte: autoria prépria.

4.13 Componentes de corrente

A SWV é uma técnica voltamétrica de pulso, na qual a forma do pico de
corrente resultante € proveniente da sobreposicao de pulsos de potencial de altura
a (amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais de largura AEs (incremento de
varredura de potenciais) e duracdo 2t (periodo). As medidas de corrente sao feitas
no final dos pulsos diretos e reversos e o sinal obtido, ap6s derivacdo, € dado como
uma intensidade da corrente resultante, apresentando elevada sensibilidade e
diminuicao da corrente capacitiva (127,128).

A separacao das correntes é uma ferramenta utilizada para diagnosticar o tipo
de reacdo, ou seja, a reversibilidade do sistema. Os voltamogramas de onda
guadrada obtidos com eletrodo de carbono vitreo modificado com NPs/CS-DADD-
PEP mostraram pico ao redor de +1,0 V utilizando a SWYV, potencial este préximo ao
obtido na CV. A Figura 49 apresenta as componentes direta e reversa do
voltamograma de onda quadrada da sequéncia peptidica imobilizada sobre NPs/CS-
DADD. As correntes direta, reversa e resultante mostraram que o sistema apresenta

comportamento tipico de processos totalmente reversiveis, ocorrendo assim, uma
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maior intensidade da corrente direta comparada a corrente reversa, logo ha uma

maior contribuicdo para a corrente resultante.

Figura 49: Voltamogramas de onda quadrada da sequéncia peptidica imobilizada sobre NPs/CS-
DADD em meio a NaClO4 0,1 mol L%, comf=100Hz,a=90 mV e AEs=6 mV e em pH 7,5 com a
separacdo das componentes de corrente direta, reversa e resultante.
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Fonte: autoria propria.
4.14 Curva analitica para o pesticida Carbofurano e Clorpirifés

Apoés otimizacdo de todos 0s parametros experimentais e operacionais,
construiu-se a curva analitica para os pesticidas carbofurano (carbamato) e
clorpirifés (organofosforado). As Figuras 50 e 51 mostram os voltamogramas obtidos
em diferentes concentracdes do pesticida carbofurano e clorpirifés, respectivamente,
nos quais se observa que, a medida em que a concentragdo de pesticida aumenta,
h& uma diminuicéo (supressao) na corrente de pico em relacdo a medida na auséncia
do pesticida (pico base). Este fato ocorre tanto para o pesticida carbofurano como

para o clorpirifos.
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Figura 50: Voltamogramas de onda quadrada em meio a solugdo de NaClO4 0,1 mol L™t em pH 7,5
na presenca de diferentes concentracdes do pesticida carbofurano em solugéo. Pardmetros utilizados:

f=100 Hz, a =90 mV e AEs = 6 mV. Er = carbono vitreo modificado com peptideo.
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Fonte: autoria propria.

Figura 51: Voltamogramas de onda quadrada em meio a solucdo de NaClO4 0,1 mol L™t em pH 7,5
na presenca de diferentes concentragdes do pesticida clorpirifés em solucéo. Parametros utilizados:

f=100 Hz, a =90 mV e AEs = 6 mV. Et = carbono vitreo modificado com peptideo.
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Fonte: autoria propria



RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas analiticas do percentual de inibicdo em funcéo da concentracdo dos
pesticidas em estudo, foram obtidas a partir dos voltamogramas de onda quadrada
(Figura 50 e 51). As Figuras 52 e 53 mostram as curvas analiticas obtidas para o
pesticida carbofurano e clorpirifés, respectivamente. O sensor bioinspirado

apresentou resposta linear na faixa de trabalho estudada.

Figura 52: Curva analitica do percentual de inibicdo em fun¢do do log da concentracéo do pesticida

carbofurano. Faixa de trabalho de 0,10 a 5,0 nmol L. Inset: Grafico do percentual de inibicdo em

funcéo da concentragdo em nmol L.
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Fonte: autoria prépria

Figura 53: Curva analitica do percentual de inibicdo em funcdo da concentracdo do pesticida

clorpirifés. Faixa de trabalho de 1,0 a 10 nmol L.
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A Tabela 9, traz um resumo da faixa de trabalho, coeficiente de correlacéao,
limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos a partir da curva analitica. Os
LD e LQ do método desenvolvido foram calculados com base nos parametros da
curva analitica, em que LD equivale a 3 Sp/b e LQ 10 Sp/b, onde Sp representa o

desvio padréo da curva analitica e b o coeficiente angular.

Tabela 9: Dados obtidos a partir da curva analitica do pesticida carbofurano e clorpirifés.

o Faixa de trabalho LD LQ
Pesticida So R
(mol L) (mol L) (mol L)

Carbofurano | 1,0x10°a5,0x10° | 6,0x10* | 1,7 x10? 0,29 0,9993

Clorpirifés 1,0x10°a1,0x10® | 40x10% | 1,2x10° 0,30 0,9967

Os valores dos limites de deteccdo e quantificacdo do método desenvolvido
(Tabela 9) estdo abaixo das concentracdes médias definidas como LMR (Limite
Maximo de Residuos) aceitaveis pela ANVISA para amostras de alimentos. De
acordo com a Resolugcéo RDC n° 4, de 18 de janeiro de 2012, ANEXO 1V, publicada
no Diario Oficial da Unido de 19 de janeiro de 2012 é possivel definir o LD a partir do
valor de LMR. Cabe ressaltar que os valores de LD estipulados pela ANVISA foram
calculados a partir dos valores de LMR publicados no relatério PARA (2013-2015),
onde o LD para o carbofurano é de 4,5 x 107 mol L' e para clorpirifés
2,8 x 107 mol L1(129).

Analisando o LD obtido para o sensor desenvolvido e comparando com dados
apresentados nos estudos de Kostelnik et al. (130) para o carbofurano
(LD= 2,0 x 10® mol LY e de Chauhan et al. (131) para o clorpirifés
(LD=1,5 x 10°° mol L'1) utilizando, para ambos, nanoparticulas de 6xido de ferro na
imobilizacdo da enzima AChE para deteccdo destes pesticidas, nota-se que 0s

valores de LD estdo acima dos encontrados neste trabalho (Tabela 9).
4.15 Estudo de seletividade do sensor
Além do carbofurano e clorpirifés, outros pesticidas, tais como carbaril,

malation, metamidofés e permetrina, cujas formulas estruturais estdo apresentadas

na Figura 54, foram investigados com o objetivo avaliar a interagcdo com o sensor



RESULTADOS E DISCUSSAO 101

bioinspirado. A etapa de pré-concentracdo consistiu na adicdo de 20 pL de uma
solucdo 4,0 x 107 mol L dos pesticidas por um tempo de incubacéo de 5 minutos
sobre a superficie do eletrodo contendo NPs/CS-DADD-PEP.

Figura 54: Férmula estrutural dos pesticidas utilizados no teste de seletividade do sensor.
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Fonte: autoria prépria.

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicam que além do carbofurano
e clorpirifés, os pesticidas metamidofés, malation, carbaril e permetrina também
apresentam interacdo com o peptideo, ou seja, 0 sensor bioinspirado pode ser
utilizado para determinacdo de outros pesticidas da classe dos organofosforados,

carbamatos e piretroide.



RESULTADOS E DISCUSSAO

102

Tabela 10: Avaliagdo da seletividade do sensor bioinspirado desenvolvido.

Pesticida Porcentagem de inibicao (%)
Carbofurano 79,4 £0,2
Carbaril 79,2 +27
Clorpirifés 87,1+0,9
Metamidofés 83,2147
Malation 81,4+1,8
Permetrina 80,7 £ 3,2

4.16 Estudo da estabilidade do peptideo imobilizado em NPs/CS-DADD.

A estabilidade do sensor ou biossensor € um parametro importante a ser
determinado, uma vez que um dos maiores entraves ao emprego dos biossensores
enzimaticos é baixa estabilidade enzimatica para uso continuo, principalmente no
gue diz respeito a variacdo das condi¢des fisico-quimicas do meio reacional. A
estabilidade do sensor refere-se a capacidade da molécula biolégica ou sintética
manter sua atividade durante o periodo entre sua producéo e seu uso. Desta forma
a estabilidade do sensor bioinspirado foi avaliada apds a etapa de imobilizacdo do
peptideo sobre as NPs/CS-DADD conforme descrito no 3.13.

A Figura 55 apresenta o histograma da intensidade de corrente de oxidacao
do peptideo imobilizado sobre NPs/CS-DADD estocado durante alguns dias na
geladeira, observa-se que o melhor tempo de estocagem do material imobilizado é
de até 60 dias, mantendo a intensidade de corrente cerca de 82%. Esta estabilidade
pode estar atribuida ao fato da forte interacédo entre o peptideo que esta imobilizado
em uma matriz modificada com quitosana e DADD. Apds 90 dias, observou-se um
decréscimo mais pronunciado da intensidade de corrente (56%), ou seja, 0 sensor
tem sua eficiéncia reduzida a qual pode estar relacionado a degradacao do peptideo
imobilizado. Ja os estudos desenvolvidos por Chauhan e Pundir (132) mostraram
gue o biossensor de AChE imobilizado sobre nanoparticulas de oxido de ferro
manteve estabilidade de 40% num periodo de armazenamento de até 90 dias a +4°C.

Portanto, estes resultados obtidos para o sensor bioinspirado, apresentam maior
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estabilidade comparativamente ao estudo citado, possibilitando a estocagem deste

dispositivo para futuras determinacdes de pesticidas.

Figura 55: Histograma da intensidade de corrente do peptideo imobilizado sobre NPs/CS-DADD
estocado durante alguns dias na geladeira a 4°C.
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Fonte: autoria propria.

3.12 Aplicagédo em amostras de alimentos

Em analises de qualidade de alimentos, os biossensores sdo aplicados,
sobretudo, na deteccdo de contaminantes quimicos e bioldgicos. De acordo com a
ANVISA os pesticidas carbofurano e clorpirifés podem ser aplicados na agricultura
no cultivo de diversas hortalicas, frutas e grdos. Entretanto, em decorréncia de
reavaliacdo toxicolOgica, conforme dispde a Resolu¢cdo RDC n°185, de 18 de outubro
de 2017, publicada no Diério Oficial da Uni&o de 19 de outubro de 2017, o pesticida
carbofurano esta proibido, desde a data de publicacdo no DOU, em algodao,
amendoim, arroz, batata, cenoura, feijao, fumo, milho, repolho, tomate e trigo e sera
proibido na banana, a partir de 19 de abril de 2018. O LMR de carbofurano na banana
passou de 0,1 para 0,02 mg/kg.
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Embora a aplicacédo de clorpirifés ndo seja autorizada em culturas de tomate,
de acordo com o relatorio PARA (2013-2015), um estudo anterior revelou que 22,3%
das amostras analisadas continham o referido pesticida (129)

Amostras de batata e tomate organico foram adquiridas no comercio local para
0s ensaios de recuperacao, de acordo com metodologia descrita no item 3.13.

As amostras de tomate e batata foram fortificadas e analisadas utilizando o
sensor bioinspirado. As Figura 56 e 57 mostram os voltamogramas de onda
quadrada obtidos em meio de NaClO4 0,1 mol L'! ap6s a fortificacdo das amostras
com o pesticida carbofurano e clorpirifds, respectivamente. O percentual de inibi¢cao
foi calculado através da comparacdo da intensidade de corrente obtida para o
sensor, na presenca e auséncia do pesticida. O valor da concentracdo do analito foi

obtido pela interpolagcédo na curva analitica.

Figura 56: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o eletrodo de carbono vitreo modificado
com NPs/CS-DADD-PEP em meio a solugdo de NaClO4 0,1 mol L™t em pH 7,5 para as amostras de
tomate (A) e batata (B) na auséncia (=) e presenga (=) do pesticida carbofurano 1,0 x 10°° mol L.
Parametros utilizados: f = 100 Hz, a = 90 mV e AEs = 6 mV.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 57: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o eletrodo de carbono vitreo modificado
com NPs/CS-DADD-PEP em meio a solugdo de NaClO4 0,1 mol L™t em pH 7,5 para as amostras de
tomate (A) e batata (B) na auséncia (=) e presenga (=) do pesticida clorpirifés 6,0 x 10° mol L.
Parametros utilizados: f = 100 Hz, a = 90 mV e AEs = 6 mV.
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Fonte: autoria propria.

A Tabela 11 apresenta os percentuais de recuperacdo obtido a partir da
aplicacdo do sensor em amostras de alimentos na determinacao eletroquimica do
pesticida carbofurano e clorpirifés. Os resultados obtidos nos ensaios de
recuperacdo utilizando amostras de tomate e batata apresentaram taxa de
recuperacao na faixa de 100 a 118%, o que indica que n&o houve efeito de matriz ou
substancias quimicas que influenciasse na resposta eletroquimica do sensor. Os
resultados demonstram que a metodologia desenvolvida € sensivel e esta na faixa
de 80 a 120% exigida pela ANVISA para determinacdo quantitativa do analito em
estudo (133).

Tabela 11: Percentual de recuperacao do pesticida carbofurano e clorpirifés em amostra de tomate e

batata. Medida realizada em ftriplicata.

Amostra/ [adicionada] [encontrada] Recuperacgéo
Pesticida (mol L) (mol L) (%)
tomate/carbofurano 1,0 x 10°° 1,1 x10° 110 (£2,0)
batata/carbofurano 1,0 x 10°° 1,0 x 10°° 100 (+0,30)
tomate/clorpirifés 6,0 x 10°° 7,1 x10° 118 (+0,31)
batata/clorpirifés 6,0 x 10° 6,5 x 107 108 (+4,0)
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Afim de avaliar o desempenho do sensor, os pesticidas carbofurano e
clorpirifés foram determinados empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector UV-Visivel (HPLC/UV). A Figura 58 apresenta os cromatogramas
obtidos a partir das solugbes padrdo dos pesticidas carbofurano e clorpirifos,
respectivamente. O tempo de retencao do pesticida carbofurano foi de 3,8 minutos,
enguanto que para o pesticida clorpirifés foi de 14,2 minutos, utilizando fase movel

composta de uma mistura de acetonitrila e &gua deionizada na proporgéo 70:30 (v/v).

Figura 58: Cromatogramas do pesticida carbofurano (A) e clorpirifés (B). Condi¢cBes de analises:
acetonitrila/agua deionizada na razdo 70:30 (v/v), vazéo de 1,0 mL min~%, volume de amostra injetada

de 20 yL e comprimento de onda de 230 nm.
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Fonte: autoria prépria.

A partir dos dados obtidos nos cromatogramas (Figura 58) foram construidas
as curvas analiticas (Figura 59), nas quais se observa resposta linear num intervalo
de concentracéo de 1,0 x 10 a 5,0 x 10°° mol L para carbofurano e de 5,0 x 10° a
5,0 x 10°° mol L para clorpirifés, com limite de deteccéo de 7,3 x 10" mol L para
carbofurano e 1,7 x 10°° mol L* para clorpirifés.
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Figura 59: Curva analitica obtida para o pesticida carbofurano (A) e clorpirifés (B) empregando
HPLC/UV, fase moével acetonitrila/agua 70:30 (v/v) e comprimento de onda de 230 nm.
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Fonte: autoria prépria.

Apods otimizacdo das condicbes experimentais e a determinacdo dos
parametros empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, as amostras de
batata e tomate foram preparadas utilizando o método de extracdo QUEChERS. Em
seguida, os extratos dos vegetais obtidos apds extracdo foram fortificados com
concentracéo conhecida dos pesticidas e analisados por HPLC/UV. As Figuras 60 e
61 apresentam os cromatogramas obtidos para as amostras fortificadas com o

pesticida carbofurano e clorpirifés, respectivamente.

Figura 60: Cromatogramas obtidos por HPLC/UV das amostras de tomate (A) e batata (B) na
auséncia (==) e presenga (=) do pesticida carbofurano 2,0 x 10°° mol L. Condi¢cdes de analise:

acetonitrila/agua na razéo 70:30 (v/v), vazdo de 1,0 mL min™%, volume de amostra injetada de 20 uL
e comprimento de onda de 230 nm.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 61: Cromatogramas obtidos por HPLC/UV das amostras de tomate (A) e batata (B) na
auséncia (=) e presenga (=) do pesticida clorpirifés 2,0 x 10° mol L. Condi¢Ges de anlise:

acetonitrila/agua na razéo 70:30 (v/v), vazdo de 1,0 mL min™, volume de amostra injetada de 20 uL
e comprimento de onda de 230 nm.
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Fonte: autoria propria.

A partir dos dados obtidos nos cromatogramas apresentados (Figura 60 e 61)
o valor da concentracdo do analito foi obtido pela interpolacdo na curva analitica
(Figura 59).

A Tabela 12 apresenta os valores de recuperacao obtidos utilizando HPLC/UV
e também faz um comparativo da técnica com dados obtidos na aplicacdo do sensor

bioinspirado em amostras de alimentos na determinacao eletroquimica do pesticida
carbofurano e clorpirifés.
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Tabela 12: Comparacdo dos percentuais de recuperacdo obtidos por HPLC/UV e pelo método
eletroquimico na determinagdo dos pesticidas carbofurano e clorpirifés em amostra de tomate e

batata. Medida realizada em triplicata.

Amostra real- HPLC/UV
Amostra/ [adicionada] [encontrada] Recuperacéo
Pesticida (mol L) (mol L) (%)
tomate/carbofurano 2,0x 10° 2,1 x10° 105 (+1,8)
batata/carbofurano 2,0x 10° 2,1 x10° 105 (+1,6)
tomate/clorpirifés 2,0x 10° 2,0x10° 100 (£3,0)
batata/clorpirifés 2,0x10° 1,9 x 10° 95 (+0,2)
Amostrareal - SWV
Amostra/ [adicionada] [encontrada] Recuperacéo
Pesticida (mol L) (mol L) (%)
tomate/carbofurano 1,0 x 10°° 1,1 x10° 110 (£1,9)
batata/carbofurano 1,0 x 10° 1,0 x 10° 100 (+0,3)
tomate/clorpirifos 6,0 x 10°° 7,1 x10° 118 (+0,3)
batata/clorpirifés 6,0 x 10° 6,5 x 107 108 (+3,9)

Quando comparado os percentuais de recuperacao obtidos a partir do sensor
bioinspirado com o HPLC/UV, observa-se resultados similares, comprovando que o
sensor proposto pode ser utilizado na determinacéo de carbofurano e clorpirifos
nesse tipo de matriz.

Mediante os indices de recuperacdo empregando a metodologia proposta,
pode-se inferir que o sensor bioinspirado se mostrou como método alternativo para
determinacdo de pesticidas em amostras de alimentos, apresentando vantagens
aliadas a rapidez nas analises, baixo custo, economia de reagentes e equipamentos,

além de tempo menor de analise quando comparado aos métodos cromatogréficos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo da sequéncia peptidica constituida por (NH3z* - His — Glu — Trp —
Arg — Pro — Ser — COO") o qual mimetiza o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase
permitiu o desenvolvimento de metodologia analitica para detec¢do de pesticidas e
de um sensor bioinspirado para detectar pesticidas da classe dos organofosforados,
carbamatos e piretréides.

A sequéncia peptidica foi imobilizada sobre nanoparticulas magnéticas, que
foram sintetizadas e funcionalizadas com quitosana. A presenca de um anel
aromatico na estrutura da histidina dificultou a imobilizacdo pelo grupamento amino
(sequéncia peptidica). A estratégia de reagir o DADD com Fez04/CS, proporcionou
de fato a imobilizacdo do peptideo que foi comprovado por CV e SWV, onde
observou-se pico de oxidagao da histidina em torno de +1,0 V.

A biomolécula proposta, pode ser utilizada na catalise da hidrélise do
substrato enzimatico acetiltiocolina e na quantificacdo de pesticidas pela inibicdo da
sua atividade catalitica, pois apresentou interacdo com pesticidas, como €
caracteristico do centro ativo das enzimas colinesterases. Desta forma, mostra-se
adequada para substituir a enzima em biossensores para pesticidas.

A otimizacdo dos parametros operacionais e experimentais, permitiram o
desenvolvimento de um sensor sensivel com LD = 6,0 x 10! mol Lt e
LQ =1,7x101° mol L para o pesticida carbofurano e LD = 4,0 x 10° mol L! e
LQ =1,2 x 10° mol L para o pesticida clorpirifés. Estes valores estdo préximos ou
com desempenho superior aos biossensores que utilizam a enzima
acetilcolinesterase imobilizada na superficie de eletrodos.

A metodologia desenvolvida foi aplicada em amostras de tomate e batata
fortificadas com o pesticida carbofurano e clorpirifés, com metodologia simples de
preparo de amostras, quando comparadas ao meéetodo de extracdo QUEChERS,
obtendo-se valores de percentual de recuperacao aceitaveis, exigidos pela ANVISA
para determinacéo quantitativa de pesticida em amostra de alimento.

O desenvolvimento de sensor bioinspirado apresentou vantagens, uma vez
gue utilizou-se um peptideo de estrutura menos complexa e com maior estabilidade

gue a enzima AChE, ou seja, a sequéncia peptidica apresentou apos imobilizagéo
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sobre nanoparticulas magnéticas, estabilidade de 85%, enquanto que o biossensor
da enzima AChE desenvolvido por Chauhan e Pundir (132) imobilizado sobre
nanoparticulas de Oxido de ferro apresentou estabilidade de 40%, ambos
armazenados na geladeira a £4 °C por 90 dias.

O sensor bioinspirado, permitiu o desenvolvimento de metodologia analitica
alternativa para deteccdo de pesticida. A sequéncia peptidica pode ser utilizada na
confeccédo de sensores bioinspirados da enzima acetilcolinesterase, uma vez que,
essa molécula € estavel, barata, facil de imobilizar e, assim, pode permitir a
popularizacdo de andlise de pesticidas com a viabilidade de substituicdo dos

métodos convencionais (métodos oficiais).
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