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Resumo

Um novo biossensor foi desenvolvido baseado na simples eletrocodeposi¢do do éxido de
grafeno reduzido (rGO), polipirrol (PPy) e da enzima acetilcolinesterase (AChE) na
superficie do eletrodo de platina (Pt). No intervalo de potencial -0,2 a +0,5 V vs.
Ag/AgCI/KCI (3,0 mol LY), utilizando voltametria de pulso diferencial (DPV), observou-
se um processo em +0,1 V e este corresponde a dimerizacdo dos produtos de oxidagédo
eletroquimica da tiolcolina, formando ditio-bis-colina. O biossensor desenvolvido foi
avaliado utilizando DPV na andlise do pesticida carbaril, o qual inibe a acdo da enzima
AChE. Os melhores resultados obtidos foram com as seguintes condic¢des otimizadas: 75
mV amplitude de pulso, incremento de potencial de 4 mV, e uma solugdo tampdo fosfato
(PBS) 0,2 mol L pH 6,0. Usando tais pardmetros observou-se uma resposta linear para
o carbaril no intervalo de 0,1 a 0,5 umol L%, com um limite de deteccdo de 11,6 nmolL™*
(2,3 pag/kg), que € um limite adequado para determinar carbaril nas culturas em que este
pesticida é aplicado considerando o limite méximo de residuo permitido pelas legislacGes
brasileiras. O biossensor proposto, Pt/rGO/PPy/AChE, foi aplicado com sucesso na
determinacéo de carbaril em amostras de tomate e repolho.

Palavras - chave: Biossensores, nanotecnologia, carbaril, imobilizacéo,

acetilcolinesterase.



Abstract

A new biosensor was developed by a simple electrocodeposition of reduced graphene
oxide (rGO), polypyrrole (PPy) and the enzyme acetylcholinesterase (AChE) on surface
of platinum (Pt) electrode. In potential range of -0.2 to +0.5 V vs. Ag/AgCI/KCI (3.0 mol
L1), using differential pulse voltammetry (DPV), it was observed a process in + 0.1 V
and this corresponds to the dimerization of electrochemical oxidation products of
thiocholine, resulting in ditio-bis-choline. The biosensor developed was evaluated using
DPV in the analysis of carbaryl, which inhibits the AChE enzyme action. The best results
achieved were with the followings optimized conditions: 75 mV pulse amplitude, step
potential of 4 mV, and a phosphate buffer solution (PBS) 0.2 mol L™ and pH 6.0. Using
these parameters was observed a linear response to carbaryl in a range of 0.1 to 0.5 umol
L%, with a detection limit of 11.6 nmol L (2.3 pg/kg), which is an appropriate limit for
determination of carbaryl in the cultures which these pesticide is applied, considering the
maximum reside limit allowed by Brazilian legislation. The biosensor proposed,
Pt/rGO/PPy/AChE, was applied successfully in the determination of carbaryl in samples

of cabbage and tomato.

Key words: Biosensor, nanotechnology, carbaryl, immobilization, acetylcholinesterase.
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1. Introducéo
1.1. Consideracdes gerais

O aumento da populagdo mundial induz a busca por meios de producdo mais
eficientes de alimentos. Na lavoura, as pragas constituem uma ameaga, pois diminuem a
quantidade e a qualidade dos alimentos produzidos. Assim, para atender a necessidade de
producdo cada vez maior, estas pragas sao intensamente combatidas com os conhecidos
pesticidas, que sdo substancias quimicas toxicas, adicionados as culturas para o controle
das pragas. Por serem toxicos, estes pesticidas causam maleficios a satde humana, sendo
que, a quantidade destes pesticidas em alimentos, aguas € mesmo no ar deve ser

continuamente monitorada.

Atualmente, os métodos para a determinacdo e/ou monitoramento ambiental de
pesticidas incluem a cromatografia gasosa, liquida, de camada delgada e vérias técnicas
espectroscopicas. Entretanto, as matrizes ambientais, de alimentos ou bioldgicas sdo
muito complexas, apresentando uma quantidade de interferentes que, na maioria das
vezes, inviabilizam a determinacdo direta. Assim, uma manipulacdo das amostras é
normalmente necessaria, o que dificulta e torna o custo das analises e determinacdes
consideravelmente elevado. Desta forma, estas técnicas apresentam desvantagens
associadas ao custo, tempo de execucdo, sendo a principal desvantagem a impossibilidade

da anélise in situ.

Diante desse cenério, técnicas analiticas adequadas que permitam a analise de
campo e in situ, com o objetivo da determinacdo de pesticidas em baixos niveis de
concentracdo nessas amostras complexas sdo extremamente importantes. Assim, foi
desenvolvido e caracterizado biossensores eletroquimicos baseados na eletrocodeposicédo
do polipirrol (PPy), 6xido de grafeno reduzido (rGO) e a enzima acetilcolinesterase
(AChE) para a determinagéo do pesticida carbaril em amostras de frutas e vegetais.

1.2. Pesticidas

Segundo o ministério do meio ambiente do Brasil, pesticidas sdo produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, utilizados nos setores de producéo,

armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecéo de florestas,
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nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e

industriais?.

Ou seja, sdo substancias que visam mudar a composi¢do da fauna e flora para
preserva-las de acdes danosas de seres vivos considerados nocivos, também s&o
considerados pesticidas produtos desfolhantes, dessecantes, estimuladores, e inibidores
de crescimento. Os pesticidas, também conhecido como agrotoxicos, podem ser

classificados em duas formas diferentes, os agricolas e os ndo-agricolas.

Os agricolas, sdo usados nos setores de producdo, armazenamento e beneficio de
produtos agricolas, nas pastagens e nas florestas plantadas — cujos registros sdo
concedidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, atendidas as

diretrizes e exigéncias dos Ministérios da Salude e do Meio Ambiente.

Os ndo-agricolas sdo destinados a protecao da floresta nativa, outros ecossistemas
ou ambientes hidricos, ambientes urbanos e industriais, domiciliares, publicos ou

coletivos, ao tratamento de 4gua, e ao uso em campanhas de salde publical.

Devido a sua grande aplicabilidade e quantidades usadas nas plantac6es, grande
parte dos alimentos que ndo sdo organicos, podem chegar ao consumidor com pesticidas,
podendo causar diversos problemas a satide humana, fazendo-se assim, necessario um

monitoramento das quantidades dos pesticidas nestas amostras de alimentos.

1.3. Carbaril

O carbaril (1- naftil metilcarbamato), apresentado na Figura 1, € um principio
ativo de muitos pesticidas, com foérmula molecular Ci12H11NO2?. Sendo no Brasil,
pesticidas com esse principio ativo s6 podem ser empregados em culturas de abacaxi,
abobora, algoddo, alho, banana, batata, cebola, couve-flor, feijao, macd, pastagens,
pepino, repolho e tomate, tendo cada cultura um intervalo de seguranca a ser respeitado
para a distribuicdo do produto em centros comerciais®. O carbaril foi escolhido para ser
estudo deste trabalho devido ao fato de ser um dos pesticidas usados em culturas de
tomate e couve-flor. O Brasil € um dos maiores produtores de tomate do mundo, e seu

comeércio vem crescendo cada dia mais, fazendo-se necessario o desenvolvimento de um
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método de andlise preciso e in situ para descobrir se 0 método de lavagem do produto foi

efetivo ou ndo.

Figura 1. Estrutura molecular do Carbaril

Fonte: Agencia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA)

1.4. Biossensores

Biossensores sdo dispositivos baseados em componentes bioldgicos (enzimas,
anticorpos, tecidos animais e vegetais, etc.), ligado a um material capaz de transformar
um tipo de estimulo ndo mensuravel em tipo de estimulo mensuravel (transdutor), no qual
converte um estimulo bioldgico (reacdo quimica) que ndao é mensuravel, em um estimulo
elétrico que pode ser medido por algum tipo de equipamento, como representado na
Figura 2. Para um biossensor funcionar, € necessario a imobilizagdo um material
bioldgico em um transdutor, que fara uma avaliacdo para verificar a perda ou o ganho de

algum componente ou de sinais elétricos®.

Figura 2. Representagdo do funcionamento de um biossensor

Biorreceptor Amplificador Computador
+

Transdutor

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Os biossensores que se tem estudado nos ultimos tempos, sdo 0s biossensores
enzimaticos, utilizando a técnica de imobilizacdo enziméatica em um transdutor para a
conversdo de reacBes quimicas em corrente, tensdo, ou transformar em qualquer forma

de energia mensuravel.

Sendo que na superficie do eletrodo, ocorrera um processo dindmico em que a
conversdo da enzima em produto e a difusdo do produto vindo da camada enzimatica,
tendo o complexo enzima e substrato, comitantemente com a formagéo do produto por

ser um processo dinamico®.

Sendo assim, 0s biossensores sdo materiais de baixo custo, versateis, de facil
sintese e com grande potencial analitico, sendo considerados dispositivos promissores,
devido sua facilidade de manipulacdo e simplicidade, sendo alvo cada vez mais de

pesquisas tanto na area da salde quanto na area alimenticia.
1.5. Imobilizacdo Enzimatica e tipos de imobilizacédo da enzima

A imobilizacdo da enzima é de extrema importancia devido a algumas
caracteristicas que a imobilizacdo concede, como por exemplo, evita a perda de sua
atividade enzimatica, facilita a sua estabilidade e, principalmente, reduz o tempo de

resposta do processo enzimatico.

A enzima pode ser imobilizada com duas classes: a imobilizagdo reversivel e a
imobilizacdo irreversivel. A imobilizacdo reversivel, é quando o complexo enzima-
substrato pode ser desfeito, assim como o préprio nome sugere (reversivel), sendo ele
dividido em trés diferentes tipos - competitivo (compete pelo sitio ativo do substrato),
ndo competitivo (se liga em outro sitio) e incompetitivo (quando a enzima tem afinidade

pelo complexo enzima-substrato).

Ja naimobilizagdo irreversivel, ou também conhecida como imobilizacdo suicida,
a substéncia que promovera a imobilizacdo, geralmente se liga de forma covalente e
progressiva a enzima, que continua até a sua inibicdo e, em alguns casos, podendo até
provocar a destruicdo da funcdo da enzima. Nesse trabalho usaremos a imobilizacéo

reversivel competitiva.

Atualmente, conhecemos algumas técnicas de imobilizagéo reversivel como a

adsorcdo fisica, microencapsulamento, oclusdo em gel, ligacdo covalente cruzada e
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ligacdo covalente (Figura 3). Vale ressaltar que para cada tipo de biossensor, pode ser
usado um tipo diferente de imobilizacdo que podem conferir vantagens e desvantagens
ao biossensor (sendo necessarios estudos de como é o melhor jeito de imobilizagdo para
0 biossensor que estd sendo utilizado), influenciando e, até mesmo, modificando as

respostas obtidas®.

1.5.1. Adsorcao Fisica

Esse € o método mais simples de se imobilizar a enzima, pois se baseia nas
interacBes ocorridas entre a enzima e a superficie da matriz. A grande vantagem de se
usar o0 método de adsorcao fisica sdo os baixos custos e a facilidade de imobilizacéo,
contudo, as interacdes feitas por esse tipo de imobilizacdo podem ser facilmente desfeitas,
devido ao fato de que as forcas de ligacGes envolvidas nesse processo resultam em uma

variacdo grande de pH e temperatura, resultando em rompimento da imobilizagdo*.

1.5.2. Microencapsulamento

Esse método se baseia no confinamento da enzima em uma membrana que se
encontra na superficie do eletrodo. Essa membrana retém a enzima, apresentando uma
porosidade controlada, permitindo a livre difusdo do substrato e dos produtos da reacédo e
crescimento da mesma. Como exemplos temos as membranas de nailon, nitrato de
celulose, acetato de celulose, resinas, colageno e policarbonatos. Uma das desvantagens
desse tipo de imobilizacdo esta associada aos fendmenos de transferéncia de massa do

substrato, aos produtos da reagdo e ao crescimento de microrganismos na membrana®.

1.5.3. Ligacao covalente e ligacdo covalente cruzada

Esta tem sido a forma de imobilizacdo mais usada, sendo baseada na retengéo da
enzima na superficie do suporte pela ligacdo entre grupos funcionais da enzima e a
superficie do suporte. A desvantagem que temos nesse tipo de imobilizacéo esta na perda
de parte da atividade enzimatica devido as alteracGes nas conformag@es dos sitios ativos

da enzima. E na ligacdo covalente cruzada (crosslinking) tem-se a formagdo de um
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sistema reticulado das moléculas da enzima, formando uma ligacdo enzima-enzima mais
solida, na qual, podemos ter a formacg&o de barreiras de difusdo, resultando no aumento
de resposta do biossensor®.

1.5.4. Ocluséo em gel

Esse método se d& no confinamento da enzima dentro dos espagos intersticiais de
um gel, permitindo a livre difuséo de substratos de baixo peso molecular e dos produtos
da reacdo. Como exemplos de materiais que tem sido utilizado para a oclusdo da enzima,
tém-se o gel de poliacrilamida, alcoois polivinilicos, grupos catidnicos e anidnicos, entre
outros, sendo a oclusao de enzimas em camadas de polimeros condutores uma das formas
de imobilizacdo que possui cada vez mais estudos e pesquisas. A vantagem do método é
que, na maior parte desses estudos, ndo é necessario a utilizacao de agentes aglutinantes,
que se ligam aos sitios ativos da enzima, inibindo sua atividade, e sua desvantagem é que
em alguns casos a inibicdo da enzima pode ocorrer na oclusdo em gel, devido ao fato de

que podem existir radicais livres em meio ao gel, possibilitando a inibicdo da enzima®.

Figura 3. Esquema ilustrando alguns tipos de imobilizagdo: (a) absorcdo, (b)

encapsulacéo, (c) ligacéo covalente e (d) ligagdo covalente cruzada. (

(G (1)
Fonte: MARQUES P.; YAMANAKA H. Biossensores baseados no processo de inibi¢cdo

enzimatica. Quimica nova, 2008, v.31, p.1791-1799.
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1.6. Grafeno

O grafeno é um material que tem sido estudado nos ultimos anos como um
nanomaterial com conformacao em 2D e com excepcionais propriedades fisicas, quimicas
e eletroquimicas. O grafeno apresenta grandes vantagens quando comparado com o
grafite ou aos nanotubos de carbono. Um exemplo €é a area superficial do grafeno que é
de 2630 m? g, muito maior que a do grafite (~10 m? g%) e relativamente maior que do

nanotubo de carbono (1315 m? g1)°.

Os eletrodos de grafeno tém uma uniformidade maior quando distribuidos sobre
0 substrato e possuem uma distribuicdo eletroquimica dos sitios ativos melhor quando
comparado com o grafite, possuindo propriedades elétricas semelhantes as dos nanotubos
de carbono. Contudo, a grande vantagem € que o grafeno é preparado a partir do grafite,
por isso, tem-se uma diminuicdo de materiais heterogéneos, diferente dos nanotubos de
carbono que s@o obtidos a partir de gases contendo carbono e catalisados por

nanoparticulas metalicas®.

Figura 4. Forma estrutural do grafeno 2D

Fonte: Dominio publico (http://tecnologia.culturamix.com/tecnologias/o-que-e-grafeno).

1.6.1. Oxido de Grafeno (GO)

O oxido de grafeno foi preparado pela primeira vez por Brodie®, tendo uma
mistura oxidativa de cloreto de potassio e acido nitrico. Muitos outros processos foram
feitos contendo oxidantes fortes e um ou mais &cidos concentrados’, entretanto em 1957

o cientista William S. Hummers’ desenvolveu um método que utiliza menos acidos
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concentrados e menos agentes oxidantes, conhecido por método de Hummers, o qual foi
efetivo e satisfatdrio para a obtencdo de 6xido de grafeno quando comparado com os
métodos anteriormente usados para oxidar o grafeno, com duas grandes vantagens: 1)
pode ser produzido com grafite como matéria prima e oxidado por processos quimicos de
baixo custo e alta eficiéncia, e 2) € altamente hidrofilico, podendo formar solu¢des muito

estaveis na presenca de coloides por um processo simples e barato.

O oxido de grafeno tem uma estrutura molecular parecida com a do grafite,
entretanto o plano dos atomos de carbonos no 6xido de grafeno é bastante carregado por
grupos que contém oxigénio, que além de aumentar a distancia entre as camadas fazendo
com que, as camadas se tornem hidrofilicas, permitindo que essas camadas oxidadas
possam ser expostas a banhos de agua com vibragdes moderada na &gua. Uma
propriedade que tem atraido interesse do GO é sua capacidade de ser reduzido. Grafeno
obtido a partir do GO reduzido, que também é chamado de folhas de grafeno
funcionalizadas ou éxido de grafeno quimicamente reduzido, geralmente tem defeitos
estruturais abundantes®® e grupos funcionais'®, que sdo vantagens para aplicacdes

eletroquimicas.

1.6.2. Oxido de grafeno reduzido (rGO)

O 6xido de grafeno reduzido é tipicamente considerado uma forma do grafeno
quimicamente derivado. Assim, temos algumas formas de se obter o grafeno
funcionalizado ou reduzido. Os dois métodos mais utilizados sdo o tratamento térmico e
a reducdo quimica, tendo os dois vantagens e desvantagens na hora da sintese e nas
propriedades obtidas do grafeno'!. A Figura 5 mostra o rGO obtido pelo método quimico

e utilizado neste trabalho.

Figura 5. Oxido de grafeno reduzido quimicamente
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Fonte: Prdprio autor
1.6.2.1. Tratamento Térmico

O o6xido de grafeno pode ser reduzido por um tratamento térmico chamado
tratamento térmico de reducédo, que consiste em um aquecimento rapido do GO para se
obter o grafeno a partir do 6xido de grafeno (>2000 °C/min). Com isso, 0 mecanismo de
exfoliacdo é, primariamente, a rapida expansdo do CO2 e CO envolvendo espacos entre a
folha de grafeno, durante o aquecimento rapido. Com isso, 0s grupos funcionais de
oxigénio acabam se decompondo em gases que criam uma grande pressdo no sistema,
entre as folhas empilhadas, sendo necessario uma pressédo de 2,5 MPa para separar duas
folhas de grafeno. A decomposic¢do dos grupos contendo oxigénio também acaba levando
consigo alguns a&tomos de carbono do grafeno, levando assim, um dano a estrutura do
grafeno, devido a retirada dos carbonos pelo diéxido de carbono. Isto causa alteracoes
inevitaveis nas propriedades eletroquimicas do grafeno devido a diferenca de tamanho da
estrutura e criando centros de espalhamento no material, ocorrendo a perda de
condutividade elétrica, devido as imperfeicdes no material. Algumas formas de diminuir
as imperfeicdes causadas pelas altas temperaturas estdo sendo estudadas, como por
exemplo, fazer o tratamento térmico em ambientes inertes, como em gas H». Isto pode
ajudar a diminuir a temperatura do sistema sem que diminua as propriedades desejadas
no material. Outro exemplo, é o tratamento em baixa pressdo utilizando NHs. Esta op¢édo
tem sido efetiva, ndo causando perdas na condutividade elétrica do material. Outros
estudos que estdo sendo realizados para a recuperacao da estrutura do rGO é colocar o
mesmo sob uma fonte de carbono em alta temperatura (800 °C). Trabalhos nesse sentido
foram feitos com etileno e moléculas aromaticas durante a pirdlise, e esses pos-
tratamentos ajudam na recuperacdo de condutividade elétrica perdida durante o

tratamento térmico*?.

O tratamento térmico do grafeno apresenta ainda mais alguns inconvenientes. Alta
temperatura, por exemplo, demanda de um grande consumo de energia. Outro problema
é gque os tratamentos necessitam ser realizados para que se diminua os danos causados
pela a exposicéo a altas temperaturas é realizada em aquecimento lento, caso contrario, a
estrutura pode sofrer uma quebra e causar somente a exfoliacdo do grafeno aumentando

assim o tempo de para se obter a reducdo do oxido de grafeno. Finalmente, 0 mais
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importante de todos, ndo é possivel trabalhar com materiais que tenham um ponto de

ebulicdo baixo devido as altas temperaturas®2.
1.6.2.2. Redug&o por micro-ondas e luminosidade

Atualmente, tem-se usado o método de reducdo por irradiacdo térmica, no qual o
GO e disperso em uma superficie plana e levado ao micro-ondas convencional por um
minuto em condi¢fes ambientes. A grande vantagem desse método é que o GO é reduzido
uniformemente e rapidamente. Ja na reducdo por luminosidade, o GO ¢ iluminado em
uma distancia muito préxima por uma luz de xénon e a energia emitida pode ser nove
vezes maior que a energia térmica, a qual pode ser mais que o suficiente para a degradacéo
do GO para sua forma reduzida. Sendo assim, os filmes de GO podem aumentar seu
tamanho dez vezes mais, devido a rapida retirada dos gases resultando assim em uma
condutividade elétrica um pouco maior quando comparado com o método de micro-

ondas??,
1.6.2.3. Reducao quimica

A reducgdo quimica é o método baseado no uso de reagentes quimicos, podendo
ser realizada em temperatura ambiente ou em temperatura pouco acima de 25 °C. Devido
0S equipamentos necessarios para essa reducao serem de baixo custo, esse método acaba
sendo 0 meio economicamente viavel para a producao em larga escala do rGO, tendo em
vista que o tratamento térmico é necessario altissimas temperaturas e a utilizacdo de muita

energia®®.

Na época em que foi desenvolvido o processo e suas primeiras reducdes eram
feitos com hidrazina e seus derivados (hidrazina hidratada e dimetilhidrazina), sendo a
hidrazina considerado um bom reagente quimico para reduzir o GO. Entretanto, outros
reagentes quimicos apareceram com a mesma funcéo de reduzir o GO como, por exemplo,
0 borohidreto de sédio (NaBH4). Trabalhos da literatura mostram que o NaBH4 foi mais
eficiente que a hidrazina na reducéo do GO, sendo mais efetivo para reduzir ligacbes C =
O. Porém, ele tem uma menor efetividade em reduzir grupos epoxi e acidos carboxilicos
e se hidrolisa com baixa velocidade em agua®®. Uma possivel solucéo para uma completa
reducio do GO quando o borohidreto de sodio foi proposto por Gao et al'®, que ¢ a
desidratacéo utilizando acido sulfurico concentrado (98%) a 180 °C, depois da redugéo

com NaBHg, resultando em um aumento da condutividade elétrica. O método de redugéo
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quimica do GO utilizando o borohidreto de sddio, foi aplicado neste trabalho para a ser

utilizado na confeccéo do biossensor.
1.7. Polipirrol

O polipirrol € um polimero condutor, com grande importancia na pesquisa, devido
sua biocompatibilidade, catélise, estabilidade, condutividade, sendo uma de suas
principais vantagens, é que sua polimerizacdo pode ser realizada em pH neutro. Mesmo
com todas essas vantagens, o polipirrol é um composto que tem poucos estudos,
entretanto, atualmente, o polipirrol vem ganhando cada vez mais espaco no ambito dos

biossensores'®.

Figura 6. Estrutura quimica do pirrol e polipirrol.

polipirral

Fonte: Dominio publico
(http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAA2hIAH/trabalho-polimeros?part=2).

O polipirrol pode ser sintetizado de duas maneiras diferentes: a primeira é
quimicamente, utilizando agentes oxidantes muito fortes com uma solucdo de
mondmeros. A segunda é o método eletroquimico, o qual é a preferéncia da maioria dos
pesquisadores devido sua simplicidade e controle do material. Preparara-se uma solugéo
de pirrol em uma célula, juntamente com o material que seré eletrodepositado junto com
o pirrol. Depois da célula preparada, coloca-se o eletrodo de trabalho juntamente com os
eletrodos de referéncia e auxiliar imersos na solugéo, a qual se deseja fazer o filme, com
a passagem de corrente elétrica, o pirrol se eletropolimerizara no eletrodo de trabalho em
um mondmero composto de cinco pirrois heterociclicos, obtendo-se assim o composto
polipirrol. Essa eletropolimerizacdo deve ocorrer em potenciais acima de 600 mV vs.
Ag/AgCl como eletrodo de referéncial’ para que a eletropolimerizagdo ocorra com

sucesso, normalmente usando-se um potencial de 800 mV vs. Ag/AgCl. Esse polimero
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foi escolhido para a confeccdo do biossensor, pois ele permite a eletrodeposicdo na
superficie do eletrodo em pH neutro, sendo assim, possivel realizar a eletrocodeposi¢do
de todos os materiais na superficie do sensor sem que a alteracdo de pH seja efetuada em
cada uma das adicGes, e garantindo assim também a vida util da enzima, ja que ndo houve
alteracdes no pH, o meio se encontra em perfeitas condi¢Bes para que a enzima efetue
suas reacdes sem que a mesma seja prejudicada por uma inibicdo, com a adicdo de que
esse acaba sendo, por todas suas conveniéncias, um metodo rapido e de facil preparacao

do biossensor proposto nesse trabalho.
1.8. Acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7)

A enzima acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) tem como funcéo hidrolisar compostos
colina. No corpo humano (Figura 7), ela é responsavel pela terminacgéo da transmissao do
impulso nervoso pela hidrdlise rapida do neurotransmissor acetilcolina, apresentando
assim, uma grande especificidade a pesticidas de forma geral, com o biossensor
confeccionado por esse trabalho. N&o € possivel determinar qual pesticida esta sendo
usado na lavoura, mas sim, se estdo utilizando ou ndo o pesticida e quanto de pesticida
estd chegando ao consumidor nas prateleiras de supermercados, utilizando esse principio
0 biossensor confeccionado por esse trabalho utiliza um composto com colina para

realizar a reacdo, e ap6s a adi¢do do substrato, inibimos o sinal formado com os pesticidas.

Os pesticidas da classe dos carbamatos e organofosforados séo os principais inibidores
da enzima acetilcolinesterase. Eles inibem o sitio ativo da enzima bloqueando o residuo
de serina que seria gerado na catalise da acetilcolinesterase com a colina, pela fosforilacédo
ou carbamilacdo. Os inibidores enziméticos dessa enzima sdo muito estudados para o
tratamento de doencas degenerativas neuromusculares, sendo utilizados nos primeiros
medicamentos contra a doenca de Alzheimer!®. Os inibidores da enzima
acetilcolinesterase estdo sendo cada vez mais estudados para a confeccao de biossensores

para controle de pesticidas como € o proposito desse trabalho.

Figura 7. Mecanismo de acdo da enzima acetilcolinesterase, principio o qual o biossensor

confeccionado por esse trabalho se baseia.
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Neurénio
Transmissor

Neurénio Receptor

Fonte: PRETRONILHO, E . C; PINTO, A. C; VILLAR, J. D. F; Acetilcolinesterase: Alzheimer
e guerra quimica, RMCT-067-E5A-11%°

1.9. Dispositivos eletroquimicos para andlise de pesticidas

Atualmente, encontram-se na literatura alguns trabalhos focados na deteccao de
pesticidas utilizando sensores eletroquimicos. Os principais deles sdo descritos abaixo.

Cesarino et al.!® desenvolveu um biossensor baseado na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase utilizando nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) e
polianilina (PANI), atingido assim um limite que permite a deteccdo dos pesticidas em
concentracdes baixas o suficiente para que se fosse possivel avaliar pesticidas em
lavouras no Brasil. Entretanto, a confeccdo do biossensor se da em duas partes ja que a
polianilina necessita ser eletrodepositada em meio acido e, logo apdés a fase de
eletrodeposicdo do compdsito MWCNT/PANI, a imobilizacdo da enzima AChE é
realizada. Wang et al.?%, por sua vez, confeccionou um biossensor amperométrico para
analise de organofosforados e carbaril, utilizando, também, a enzima acetilcolinesterase,
porém, foi usado um nanocompdsito baseado em quantum dots de sulfeto de cadmio e
grafeno. O nanocompdsito foi gotejado no eletrodo e deixado secar em temperatura
ambiente, sendo depois, revestido com a enzima acetilcolinesterase e levado para
incubacéo durante 30 minutos com temperatura de

25 °C, apresentando, também, um baixo limite de deteccéo.

Imunossensores foram desenvolvidos para detecgéo de pesticidas sendo reportado
e desenvolvido por March et al.?l. Eles propuseram um imunossensor com soro de
albumina bovina (BSA) para analises de suco de frutas, sendo o alvo desse estudo os

26



principios ativos carbaril e TCP (3,5,6-Tricloro-2-piridinol). O sensor proposto pode ser
usado para ensaios de microgravimetria, atingindo um limite de deteccdo de 11,0 pg L%,
Wang et al.?? reportou um dispositivo eletroquimico sem a presenca de enzimas, baseado
em cobalto Il e éxido de grafeno reduzido (rGO), com o intuito de analisar carbofuranos
e carbaril em amostras de uvas, laranjas, tomates e couve. Porém, a sintese desse
composto baseado em Co/rGO é relativamente complexa e utiliza altas temperaturas que
chegam até a 500 °C. O sensor proposto atingiu limites de deteccdo de 42 ug Lt e 7,5
ug.L ™ para o carbofurano e carbaril, respectivamente. A grande novidade desse trabalho
é a facil confeccdo do biossensor, ja que se realiza a eletrocodeposicdo de todos os
constituintes (rGO/PPy/AChE), ndo sendo necessario o gotejamento manual dos
materiais, sendo uma aposta promissora para uma analise com um curto tempo e baixo

custo.
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2. Objetivos

O objetivo principal desse trabalho foi a preparacdo, otimizacao, caracterizacéo e
aplicacdo do biossensor baseado no composito polipirrol e grafeno na imobilizacdo da
enzima acetilcolinesterase para a determinacdo do pesticida carbaril em amostras de

frutas e vegetais.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Equipamentos e Métodos

As técnicas de voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial (DPV)
foram realizadas utilizando um sistema eletroquimico modelo Autolab 128N (Eco
Chemie, Utrecht, Holanda) equipado com software NOVA (Eco Chemie, Utrecht,
Holanda). Os experimentos foram realizados em uma célula eletroquimica de vidro

convencional de trés eletrodos como mostrado na Figura 8.

Figura 8. Célula eletroquimica contendo solugéo tampéo fosfato (PBS) 0,2 mol L™, junto com os

trés eletrodos utilizados nesse trabalho.

Fonte: Préprio autor

Como eletrodo de trabalho foi utilizado um eletrodo de platina como mostrado na figura 9. Onde
o filme de rGO/PPy/AChE, sera eletrodepositado.

Figura 9. Eletrodo de platina usado para a preparagdo do biossensor Pt/rGO/PPy/AChE
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Fonte: Proprio autor.

Como eletrodo de referéncia foi utilizado um eletrodo de prata/cloreto de prata

(Ag/AgCl), como mostrado na Figura 10.

Figura 10. Eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl).

Fonte: Proprio autor.

E como eletrodo auxiliar foi utilizado uma placa de platina. O eletrodo auxiliar mostrado
na Figura 11, é utilizado para ajudar na transferéncia de elétrons entre o eletrodo de
trabalho e 0 meio em que ele se encontra, sendo uma placa de platina para aumentar a

superficie de contato.

Figura 11. Eletrodo auxiliar constituido de uma placa com um fio de platina, conectado em um

fio de cobre e recoberto com um capilar de vidro.
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Fonte: Proprio autor.

As medidas de DPV foram realizadas com uma amplitude de pulso de 75 mV,
incremento de potencial de 4 mV, ao longo de um intervalo relevante potencial, em
solucdo tampao fosfato (PBS) 0,2 mol L pH 6,0.

3.2. Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram com as concentragdes mais
puras que se pode adquirir por vias comerciais e usados sem purificacao prévia. A enzima
acetilcolinesterase (Sigma-Aldrich 2000 U/mg), sendo utilizado 80 U/mg por biossensor
confeccionado, iodeto de acetiltiocolina (Sigma-Aldrich) com 99% de pureza foi
utilizado como substrato para as reacbes com a enzima acetilcolinesterase, pesticida
carbaril com 99% de pureza, utilizado como inibidor da enzima para demonstrar a
aplicabilidade do biossensor, tampéo fosfato com concentracdo de 0,2 mol L, p6 de
grafite (Sigma — Aldrich), 99% de pureza, para a confec¢do do oxido de grafeno, que
posteriormete sera reduzido para se transformar em 6xido de grafeno reduzido, pirrol
(Sigma — Aldrich) 99,9% de pureza, para ser levado ao potenciostato e eletropolimerizado
junto com todos os outros reagentes para confeccdo do biossensor (descrito
posteriormente) assim com a eletropolimerizacdo se tornando polipirrol. Todas as
solucBes foram preparadas utilizando agua purificada em um sistema Millipore Milli-Q
(resistividade > 18 MQ cm).

3.3. Sintese do Oxido de Grafeno (GO)

O oxido de grafeno (GO) foi preparado com base no p6 de grafite (tamanho de

particula menor que 20 um — Sigma Aldrich) pelo método modificado de Hummers [7].

A principio foi usada uma massa 12 g de grafite (Sigma — Aldrich) e colocado em
um béquer de 250 mL, sendo acrescentado 11 g de NaNOs(s) [PA 99%]. O recipiente foi
reservado a parte, depois, utilizando uma proveta adicionou-se 400 mL de H2S04(98%)
[PA] em um erlenmeyer de 1000 mL. Esta vidraria foi colocada em banho de gelo — gelo
este que atuard como uma fonte de absorc¢éo de calor, ja que a reagdo ocorrida na adicdo
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do grafite ao acido (e posteriormente do oxidante KMnO4 a mistura) € extremamente

exotérmica.

Transferiu-se a mistura de grafite e NaNO3(s) para o erlenmeyer que estava imerso
no banho de gelo. Os recipientes, erlenmeyer e bacia, foram colocados sobre um o
agitador magnético. A agitacdo magnética da mistura foi realizada de maneira suave, por
aproximadamente 30 minutos. Durante os 30 minutos de espera, foi medido 60 g de
KMnOgys) [PA] — permanganato de potéssio: um oxidante forte — em um béquer de 250
mL, previamente medida sua massa na balanga. Apds transcorrido aproximadamente 30
minutos, adicionou-se de modo lento e cuidadoso toda a massa de permanganato de
potassio a mistura do erlenmeyer, mantendo-o sob agitacdo e resfriamento com banho de
gelo, por sua reacdo ainda exotérmica. Novamente esperou-se aproximadamente meia
hora para se concluir a reacdo de oxidacao do grafite e, ap6s liberacdo de todos os vapores

originados no processo, vedou-se, a boca do erlenmeyer utilizando parafilm®,

O recipiente foi deixado em repouso na geladeira e por um periodo de 24 horas.
Passado o tempo, o erlenmeyer foi retirado da geladeira e colocado sobre uma chapa de
aquecimento por aproximadamente 20 minutos a uma temperatura de 40°C. Como o
grafite oxidado é extremamente viscoso agqueceu-se a mistura com o objetivo de torna-la
mais liquida para que sua manipulacdo fosse facilitada, durante o aquecimento da mistura,
colocou-se em uma proveta 150 mL de H.O> ~ 30% (peroxido de hidrogénio
concentrado), desligou-se o aquecimento depois dos 20 minutos estipulados
anteriormente, a quantidade de H>O, medida foi posta em uma pisseta e transferida aos
poucos (quando necessario utilizando conta-gotas) vagarosamente e com muito cuidado
no erlenmeyer. Esta etapa realiza a adi¢do de outro oxidante para que a reacdo pare, pois,

todos 0s compostos na reacao ja estdo totalmente oxidados, finalizando este processo.

Aguardou-se o resfriamento parcial da mistura, com o objetivo de minimizar os
gases desprendidos durante o processo, para entdo dividir ao meio a quantidade contida
no erlenmeyer (~ 600 mL), transferindo a outra metade para um novo erlenmeyer, em
seguida, adicionou-se 500 mL de agua ultrapura nos dois erlenmeyer, fazendo com que

0s novos volumes ficassem proximos a 800 mL.

As misturas foram reservadas até seu completo resfriamento, chegando a
temperatura ambiente. Depois vedou-se os erlenmeyers com parafilm®, mantendo-os em

repouso absoluto, durante um periodo de 4 dias, na geladeira, posteriormente aos 4 dias,
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os sobrenadantes (1) de cada erlenmeyer foram reunidos e transferidos em tubos para a
centrifugacdo. Os soélidos, que estavam presentes no fundo dos recipientes, contendo

diversas espécies e impurezas oxidadas foram refugados.

Ap0s o sobrenadante (1) ser centrifugados a uma rotacao de 20,000 rpm por 5 ou
6 vezes sempre observando se ocorrem mais separacdes, 0s residuos sélidos que
continham o grafeno oxidado foram concentrados em um dnico tubo, j& os sobrenadantes
(2) que se formavam novamente, foram desprezados, o HCI possui a funcéo de retirar
impurezas restantes, como ions e etc. assim, foi lavado o sélido resultante centrifugando
com uma pequena porcao de HCI 5%, sendo o novo sobrenadante (3) desse processo,
desprezado. Este método foi realizado mais trés vezes, utilizando agua nano purificada
para a lavagem do sélido, observou-se um pH proximo de sete (pH ~ 7,0 — neutro) no
sobrenadante (adgua) apds a quarta lavagem, dessa forma, o sélido derivado de todo o
processo foi levado para ser liofilizado, obteve-se um sélido marrom, apés, finalmente, o
processo de liofilizacdo, material este que em seguida foi caracterizado como sendo 6xido

de grafeno — GO.
3.4. Sintese do Oxido de Grafeno Reduzido (rGO)

A sintese do material em questdo seréa ilustrada em sequéncia, demonstrando todas

as fases do processo.

Em um béquer de 50 mL, foi posto sobre uma balanca previamente zerada para
que o peso do béquer ndo influenciasse na quantidade de massa a ser pesada. Logo apos
foi pesado 51 mg de 6xido de grafeno (GO) e 20 mg de dodecilsulfato de sodio [PA]
(surfactante). Depois, adicionou-se 15 mL de etanol (Sigma Aldrich) a esta mistura para
que ela ficasse em uma cor preta como mostra a Figura 12. Sendo que o surfactante
(tensoativo) foi utilizado para diminuir a tensdo superficial da suspensdo que sera
formada, j& que € um composto com a singularidade de alterar propriedades superficiais

e interfaciais de um liquido.

Figura 12. Mistura de 6xido de grafeno, dodecilsulfato de sédio e etanol.
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Fonte: Proprio autor

O béquer que continha a mistura foi levado para banho de ultrassom por
aproximadamente 20 minutos, decorrido este tempo, acrescentou-se 40 mg de NaBHa
(borohidreto de sodio) saturado a mistura. O NaBHa foi colocado em excesso para agir
como um redutor do éxido de grafeno, novamente a mistura foi colocada em banho de
ultrassom, porém o tempo foi prolongado de vinte minutos para que completasse a
solubilizacdo do sal (NaBH4), notando-se o total desaparecimento do sélido branco que

estava no fundo do béquer.

A mistura foi transferida para um tubo que se utiliza na centrifuga como mostrado

na Figura 13.

Figura 13. Oxido de grafeno reduzido em tubos de centrifuga para sua lavagem.
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Fonte: Proprio autor.

Lavou-se o béquer com etanol, para que se minimizassem perdas do sélido, centrifugou-
se a mistura por dez minutos a uma rotacdo de 3300 rpm, ao fim da centrifugacéo rejeitou-
se 0 sobrenadante, que visivelmente conseguiamos observar as impurezas contidas no

tubo, como mostra a Figura 14.

Figura 14. Mistura depois de levada a centrifuga pela primeira vez, notando assim as impurezas

contidas no tubo.
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Fonte: Proprio autor

Etanol foi adicionado ao tubo que continha sélido em seu fundo, promovendo
assim, agitacdo vigorosa em centrifuga até que se fosse obtido uma solucdo escura,
misturando assim o etanol com o oxido de grafeno reduzido com o propésito de quando
levado a centrifuga, fosse separado mais uma vez o solido do liquido, removendo assim
suas impurezas, por isso misturou-se etanol para depois ser repetido o processo de
centrifugacdo, esta lavagem foi realizada trés vezes consecutivas com etanol até ser obtido

um sobrenadante cristalino como mostra a Figura 15.

Figura 15. Mistura de etanol com 6xido de grafeno reduzido, ap6s passar por 3 processos de
centrifugacao, percebendo o sobrenadante cristalino.
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Fonte: Proprio autor

Descartou-se, no final, o sobrenadante e o sélido foi colocado em uma placa de
vidro, a qual foi deixada em estufa por um periodo préximo de 1 h e 30 min, promovendo

a constante raspagem do sélido, para que ele ndo ficasse aderido a placa como mostra na
Figura 16.

Figura 16. Mostra o solido em placa de petri, para ser levado & estufa e seco.
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Fonte: Proprio autor

Finalmente, foi recolhido o éxido de grafeno reduzido (rGO). O produto desejado,
realizado por todas estas etapas, foi colocado em um eppendorf e armazenado

apropriadamente para estudos posteriores como mostra a Figura 17.

Figura 17. Oxido de grafeno reduzido quimicamente, e seco pela estufa para estudos.

Fonte: Proprio autor.
3.5. Preparacédo dos eletrodos de carbono vitreo modificados com GO/rGO

A partir dos solidos resultantes dos processos de sintese (GO e rGO), preparou-se

suspensdes desses materiais para que estes fossem caracterizados eletroquimicamente.
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Assim, mediu-se 2 mg de cada material em um eppendorf diferente e adicionou-se 1000
pL (micropipeta) de &gua ultra purificada a cada um dos dois recipientes, sendo
devidamente fechados e vedados com parafilm®.

Em seguida, os dois eppendorfs foram levados ao banho de ultrassom, onde
permaneceram por aproximadamente trinta minutos com a finalidade de se alcancar a
completa “homogeneizagido” das suspensdes. Portanto, obteve-se as suspensdes desejadas
de cada material na concentragdo de 2 mg/mL. Apo6s, pipetou-se 10 pL da suspensao
contendo o material de interesse (GO e rGO) com o auxilio da micropipeta e foi gotejado
este volume sobre os eletrodos de carbono vitreo (GC). Os eletrodos GC/GO e GC/rGO

foram secos em temperatura ambiente.
3.6. Preparacdo do Biossensor

O eletrodo de Pt foi polido em feltro com alumina 0,5 um e colocado em um banho
ultrassénico com agua destilada durante 10 minutos para a limpeza de residuos de alumina
e feltro, e seco a temperatura ambiente. Apds esse procedimento, uma solugdo contendo
25,0 mL de NaCl (0,2 mol L) e 7,0 mg de rGO foram levados ao ultrassom de ponteira
durante uma hora, ou até se obter uma solucdo de coloracdo preta e que ndo tenha
resquicio do rGO visivel no béquer. A solucdo foi colocada em um agitador de barra
magnética e adicionou-se 443 uL de pirrol e 200 pL da enzima acetilcolinesterase (EC
3.1.1.7) contendo 80 U/mL™. Apds, a mistura foi colocada em uma célula eletroquimica
convencional e levada ao potenciostato para a eletrocodeposicdo dos materiais no
eletrodo de Pt. A eletrocodeposicdo consistiu em CV em um intervalo de potencial entre
-1,2 V a +0,8 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L), utilizando 10 ciclos e velocidade de
varredura de 50 mV st. Ap6s, observou-se que o eletrodo de Pt estava recoberto com o
rGO/PPY/AChE, caracteristico pela superficie preta do eletrodo. O biossensor
rGO/PPy/AChE foi seco em temperatura ambiente e a modificacdo pode ser comprovada
devido ao fato que a ponta do eletrodo sofreu alteracdo na cor, passando de metal para

uma cor preta, como mostra a Figura 18.

Figura 18. Eletrodo de platina modificado com rGO/PPy/AChE, modificado visualmente com

sucesso devido ao fato da mudanga de coloracéo na ponta do eletrodo.

39



Fonte: Préprio autor.
3.7. Preparacdo da solucdo de iodeto de acetiltiocolina e adi¢des de carbaril

Primeiramente foi preparado uma solucdo tampao de fosfato (PBS), com pH de
6,0, em uma concentracéo de 0,2 mol L, sendo realizado cinco voltametrias de pulso
diferencial (DPV) para a estabilizagdo do biossensor para evitar erros durante as medidas.
Em seguida, foi adicionado 400 pL de iodeto de acetiltiocolina em uma concentragao de
1,0 mmol L? e, realizada mais duas DPVs para observacdo do processo de oxidagio
referente a dimerizacdo dos produtos de oxidacdo eletroquimica da tiocolina, formando
ditio-bis-colina. Realizadas as medidas descrita acima, foi adicionado o pesticida carbaril,
primeiramente, em uma concentragdo de 0,1 pmol L™, para se observar o decréscimo do
estimulo j& obtido através da adi¢do do substrato iodeto de acetiltiocolina, sendo foram
feitas 12 adicOes de carbaril e em cada adigdo, foram adicionados 1,0 pmol de carbaril,
até que a concentracdo total almejada fosse alcancada, alcancando a concentracdo final
de carbaril na amostra de 10 pmol L! na amostra.
3.8. Preparacéo dos vegetais e frutas para analise de pesticidas

Primeiramente, foi usado nesse projeto um vegetal e uma fruta para realizar os
procedimentos, e o vegetal escolhido foi o repolho e como fruta o tomate.

Primeiro foi extraido de 3 a 4 folhas do repolho, totalizando uma massa variando
de 30g a 40g, levado ao liquidificador e adicionado uma quantidade suficiente de tampéo
fosfato para que as folhas ficassem submersas no tampao, utilizando em média 100 mL

de tampdo para que as folhas ficassem submersas no mesmo. Em seguida era triturado
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em liquidificador, transferido para um béquer e coado em uma peneira pequena o
suficiente para que s6 permita a passagem do liquido, garantindo uma diminui¢do na
matriz do alimento assim como mostra a Figura 19, possibilitando assim uma analise mais
precisa que em vegetal com toda sua matriz, e levado ao potenciostato para que as analises
fossem realizadas.

Em seguida, em uma célula eletroquimica foi adicionado o tampé&o fosfato, para
ser medido o sinal sem nenhum substrato, logo ap6s, foi adicionado 400uL de iodeto de
acetiltiocolina com concentracdo de 0,1 umol, para que em solucdo essa concentragdo
fosse de 2x10™° mol L, em seguida, outra medida foi realizada para se obter o sinal do
substrato e em seguida, foi adicionado o suco do repolho para se analisar se houve uma
perda de sinal, significando a presenca de pesticida no meio reacional.

Figura 19. Solucdo de repolho ja coado para ser feita sua analise.

Fonte: Proprio autor

O mesmo procedimento foi executado para com o tomate, entretanto foi cortado
0 tomate com polpa e sua parte externa, com uma média de massa semelhante ao repolho
(de 30 g a 40q), levado ao liquidificador e adicionado 100 mL de tampéo fosfato para

garantir que o tomate ficasse submerso no tampdo. Também triturado em liquidificador e
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vertido em um béquer e coado para que diminuisse a matriz que poderia causar alguma
interferéncia nas medias, sendo levado em seguida ao potenciostato para que as analises
fossem realizadas, como mostrado na Figura 20.

O mesmo procedimento utilizado para analise do repolho, foi utilizado para a
anélise do tomate.

Figura 20. Solucdo de tomate j& coado para analise.

Fonte: Proprio autor.

Como mostrado na Figura 21, o procedimento de detecgdo foi feito “in situ’ no
repolho, foi feita uma cavidade no caule, suficiente para que se chegasse nas folhas
internas do repolho, apos feita a cavidade foi adicionado o tampéao fosfato suficiente
para que se enchesse até o topo da cavidade feita, deixando entre 5 a 10 minutos, para
que o tampao pudesse absorver qualquer traco do pesticida, em seguida o eletrodo foi
imerso no tampéao que estava no repolho, esperando 10 minutos para que o eletrodo
reagisse com o tampé&o, para identificar a presenca ou ndo do pesticida.

Sendo o eletrodo imerso na solucdo tampao dentro do préprio repolho,
transformando-o em uma célula eletroquimica, sendo os dois levados ao potenciostato
para analise do mesmo.

Figura 21. Procedimento de andlise do repolho ‘in situ’.
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Fonte: Préprio autor
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao eletroquimica dos materiais sintetizados: GO e rGO

Experimentos de voltametria ciclica foram realizados em solucdo de hexacianoferrato
(111) de potassio — Ks[Fe(CN)s]) — 5,0 mmol L com velocidade de varredura de 50 mV
st no intervalo de -0,2 V a +0,8 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L) para a caracterizagdo
eletroquimica do GO e rGO. A Figura 22 apresenta os perfis voltamétricos para os dois
diferentes eletrodos: eletrodo de carbono vitreo modificado com GO e eletrodo de

carbono vitreo modificado com rGO.

Figura 22. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos GC/GO e GC/rGO em solugdo de H2SO4

contendo 5,0 mmol L de Ks[Fe(CN)s] com velocidade de varredura de 50 mV s,
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Fonte: Proprio autor.

Os perfis voltamétricos apresentaram picos de oxidacéao e reducdo bem definidos
para os dois eletrodos estudados devido ao par redox Fe®'/Fe?* em potenciais de
aproximadamente +0,44 V e +0,33 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L), para o eletrodo
GC/rGO e em +0,51 V e +0,20 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L) para o eletrodo GC/GO.
Porém, o eletrodo GC/rGO apresentou uma melhora na reversibilidade dos processos.
Pela observacéo do voltamograma, o eletrodo GC/rGO também apresentou um aumento

de 1,4 vezes na corrente de pico quando comparado com o eletrodo GC/GO, aumento
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esse devido a presenca de defeitos introduzidos no oxido de grafeno reduzido. Assim,

tem-se um indicio que as sinteses dos materiais foram realizadas com sucesso.
4.2. Caracterizacdo morfoldgica dos materiais

A morfologia dos materiais rGO, PPy, do composito rGO/PPy e do biossensor
rGO/PPy/AChE foram obtidas utilizando a microscopia eletronica de varredura (MEV)
como apresentado na Figura 23. A Figura 23A apresenta a imagem do rGO, a qual é
possivel observar que o material de grafite exibi uma estrutura tipica torcida, enrugada e
com muitas ondulacdes, aumentando assim a area superficial do eletrodo quando aplicado
aos biossensores (a reducao do 6xido de grafeno faz com que as folhas se desempilhem
e, consequentemente, ha o desbloqueio dos sitios ativos). Ja a Figura 23B mostra uma
imagem da eletropolimerizacéo do polipirrol sobre o eletrodo de Pt, formando glébulos,
em que cada globulo tem um tamanho médio de 400 nm. Além disso, nesta microscopia
foi observada estruturas cubicas em torno de 100 nm. Estes cristais sdo de NaCl utilizado
na eletropolimerizacdo. A Figura 23C apresenta o rGO eletrodepositado com o polimero
PPy, mostrando que o filme se fixa em toda a extensdo do material de forma eficiente e
que o composito rGO/PPy forma cavidades, em que as biomoléculas, como enzimas,
podem ser adequadamente imobilizadas. Esses compositos apresentam muitos grupos
nitrogénio provenientes do PPy, os quais sdo responsaveis pela biocompatibilidade entre
0 composito e as biomoléculas. Sendo assim, nenhum agente aglutinante (gluteraldeido
ou di-imida) é necessario para a imobilizacdo da enzima AChE. Isso constitui uma real
contribuicdo do composito rGO/PPy para a eficiéncia do biossensor, uma vez que 0s
agentes aglutinantes frequentemente se ligam aos sitios ativos das enzimas, inibindo,
assim, a sua atividade. Finalmente, a Figura 23D apresenta a imagem do biossensor
rGO/PPy/AChE, a qual é possivel observar que a enzima é imobilizada de forma eficiente

nas cavidades formadas pelos defeitos do rGO e PPy.

Figura 23. Microscopia eletrénica de varredura para: A) rGO, B) PPy, C) compésito
rGO/PPy e D) biossensor rGO/PPy/AChE.
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Fonte: Préprio autor.
4.3. Caracterizacao eletroquimica do biossensor

O biossensor Pt/rGO/PPy/AChE foi avaliado utilizando a técnica de DPV com o0s
seguintes parametros: amplitude de pulso de 70 mV, incremento de potencial 2 mV e uma
solugdo PBS 0,2 mol L™ pH 7,0 contendo 20 pmol L do iodeto de acetiltiocolina (AChl),
0 substrato da enzima. Os resultados sdo apresentados na Figura 24. Nenhum processo
eletroquimico foi observado na auséncia do substrato (curva pontilhada). Entretanto, na
presenca do AChl (linha sélida) um pico de oxidacdo bem definido em aproximadamente
+0,1 V € observado. Esse processo eletroquimico é associado a oxidacdo da tiocolina

gerando o seu respectivo dimero, ditio-bis-colina, como mostrado nas seguintes reacdes:
(CH3)3N+CH2CH2SCOCH3 + H20 — (CH3)3N+CH2CH2SH + CH3COOH (1)
2(CH3)3N+CH2CH2SH — (CH3)3N+CH2CH2S-SCH2CH2N+(CHz3)s + 2e™  (2)

Figura 24. Voltamogramas de pulso diferencial para o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em solucéo
PBS 0,2 mol L pH 7,0 na auséncia do AChl (linha pontilhada) e na presenca de 20 umol L do
AChI (linha sélida).
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Fonte: Préprio autor

O biossensor desenvolvido também foi avaliado na analise do pesticida carbaril, o qual
inibe a acdo da enzima AChE, utilizando os mesmos parametros descritos acima. E
possivel observar na Figura 25 que, ap6s a adi¢do de quantidades crescentes de carbaril e
um tempo de incubacdo de 10 min, os voltamogramas de pulso diferencial apresentaram
correntes de pico menores, embora com 0 mesmo potencial que o obtido para a oxidacgéo
datiocolina. Isso é associado a adsorc¢do reversivel competitiva do carbaril nos sitios ativo
da enzima, inibindo sua atividade. Portanto, esse fendbmeno pode ser usado para
quantificar o pesticida carbaril em amostras de alimentos. Devido ao caracter reversivel
da inibicdo dos carbamatos, a atividade do biossensor pode ser restaurada, ap6s o uso, por
uma simples imersdo do biossensor em solucdo PBS durante 10 min, como apresentado
na Figura 26. Na Figura 26, curva a, 0 processo de oxidag¢do da tiocolina utilizando o
biossensor Pt/rGO/PPY/AChE ¢é exibido. Ja na curva b observa-se a inibicdo desse
processo apds a adigdo de 3,0 umol L de carbaril. Apds, o biossensor foi retirado da
solucéo e deixado em uma solugdo PBS 0,2 mol L pH 7,0 por 10 min. Novamente, 0s
estudos eletroquimicos por DPV foram realizados em solugdo PBS 0,2 mol L pH 7,0
contendo 20 pmol L do AChI e observa-se, na curva c, que a atividade enzimatica
recupera seu valor inicial reproduzindo a mesma oxidacéo da tiocolina obtida antes da
inibic&o.
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Figura 25. Voltamogramas de pulso diferencial para o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em solucéo
PBS 0,2 mol L pH 7,0 contendo 20 umol L* do AChl e apds adices de (a) 1,0; (b) 2,0; (c) 3,0

umol L de carbaril.
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Fonte: Préprio autor

Figura 26. DPV para biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em solugdo PBS 0,2 mol L pH 7,0: (a) ap6s
a adicdo de 20 pmol L do AChl; (b) ap6s a adicdo de 3,0 umol L de carbaril; (c) apés deixado
em solugdo PBS 0,2 mol L pH 7,0 por 10 min e realizado o estudo, novamente, com 20 pumol L-
1 do AChL.
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Fonte: Proprio autor

Segundo Marques e Yamanaka®, a ligacéo carbaril-enzima é considerada reversivel devido ao fato
que o complexo formado por enzima-inibidor pode ser desfeito desde que haja condicbes

especificas de equilibrio entre a enzima e o inibidor.

4.4. Parametros para a otimizacao do processo de oxidagao da tiocolina em resposta
ao biossensor Pt/rGO/PPy/AChE

Para maximizar o sinal analitico d& oxidagdo da tiocolina por DPV, os efeitos dos
parametros experimentais (pH, quantidades dos materiais para a preparacdo do
biossensor, numero de ciclos para a eletrocodeposicdo dos materiais, amplitude de pulso,
incremento de potencial) foram estudados utilizando o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em

solucdo PBS 0,2 mol L contendo 20,0 pmol L de Achl.

Primeiramente, o nimero de ciclos por CV foi avaliado no intervalo de potencial entre -
1,2 V a +0,8 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L) para a eletrocodeposicdo de 443 uL de
pirrol®, 7 mg de rGO e 200 pL da AChE contendo 100 U mL™. Os resultados sdo
apresentados na Figura 27, em que na curva a,b e ¢ tem-se o estudo utilizando 2, 5 e 10
ciclos, respectivamente, para a eletrocodeposicio dos materiais. E possivel observar que
a maior corrente de pico anddica para a ditio-bis-colina ocorre quando 10 ciclos foram
utilizados para a eletrocodeposicdo dos materiais, mostrando que ha uma maior e mais

eficiente imobilizacdo do biomaterial com esse valor. Esse mesmo estudo tambem foi
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realizado utilizando 20 ciclos para eletrocodeposicdo dos materiais, porém neste valor
houve a passivacéo do biossensor e ndo foi possivel observar nenhum processo referente
a oxidagdo da tiocolina. Portanto, um numero de 10 ciclos na CV foi utilizado nos

préximos estudos para a preparacéo do biossensor.

Figura 27. DPV para biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em solugdo PBS 0,2 mol L pH 7,0
contendo 20 umol L do AChl para (a) 2, (b) 5, (c) 10 ciclos na CV no intervalo de potencial de
-1,2V a+0,8 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L?) e velocidade de varredura de 50 mV s™.
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O préximo estudo realizado foi a quantidade de rGO utilizada na preparacdo do
biossensor, a qual foi variada entre 2,0 a 9,0 mg. Foi possivel observar um aumento da
corrente de pico anddica da ditio-bis-colina no intervalo de 2,0 a 7,0 mg de rGO, atingindo
um valor maximo quando 7,0 mg de rGO foi utilizado na preparacdo do biossensor
Pt/rGO/PPy/AChE. Para quantidades de rGO maior que 7,0 mg, a corrente de pico da
oxidacdo da tiocolina decresceu significativamente. Assim, um valor étimo de 7,0 mg de
rGO foi otimizado. Apos, foi variada as unidades da enzima AChE no intervalo de 10 a
100 U mL™. Observou-se que a corrente de pico anddico da ditio-bis-colina foi crescente
no intervalo de 10 a 80 U mL™, sendo que de 80 a 100 U mL™, ndo foram notadas
variagOes significantes no sinal analitico da ditio-bis-colina. Portanto, um valor de 80 U

mL? da enzima AChE foi utilizada nos préximos estudo.

50

22



1/ pA

Outro estudo realizado foi a variacdo do pH da solugdo PBS 0,2 mol L, no intervalo de
6,0 a 8,0, como apresentado na Figura 28. O gréfico de l,aem relacdo ao pH mostra que
a corrente de pico anddica da ditio-bis-colina ndo sofreu grandes alteragGes no intervalo
de pH de 6,0 a 7,0, com o maior valor e melhor resolucao da corrente de pico em pH 6,0.
Jaem pH 8,0, houve um pequeno decréscimo de lpa. Assim, uma solucéo PBS 0,2 mol L

! pH 6,0 foi utilizada nos estudos posteriores.

Figura 28. DPV e variacéo do pH vs. Iya para biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em solugéo PBS 0,2
mol L* contendo 20 umol L do AChl para os diferentes valores de pH.
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A influéncia dos parametros da DPV também foi avaliada. Assim, a amplitude de
pulso foi variada entre 15 e 75 mV, como apresentado na Figura 29. Os voltamogramas
de pulso diferencial também séo apresentados na Figura 29, para mostrar que nao foi
observado nenhum aumento significativo nas larguras dos picos para a oxidacdo da
tiocolina, mesmo em amplitudes maiores que 50 mV. Uma vez que as correntes de pico
foram proporcionais ao aumento da amplitude de pulso para a ditio-bis-colina, a
amplitude de pulso de 75 mV foi escolhida como a amplitude optimizada por DPV.
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Figura 29. DPV e variacdo da amplitude de pulso vs. I,. para biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em

solucédo PBS 0;,2 mol L* pH 6,0 contendo 20 pmol L do AChl.
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O ultimo parametro avaliado foi o incremento de potencial, variado no intervalo de 1 a

10 mV. Para incrementos de potenciais acima de 8 mV, a deformacdo dos perfis

voltamétricos foram observados. No intervalo de potencial de 1 a 8 mV, observa-se que

a maior Ipa foi obtida para incremento de potencial de 4 mV, como apresentado na Figura

30. Assim, foi escolhido um incremento de potencial de 4 mV.

Figura 30. DPV e variacdo do incremento de potencial vs. l,a para biossensor Pt/rGO/PPy/AChE

em solucdo PBS 0,2 mol L pH 6,0 contendo 20 umol L* do AChl sendo que (a) 0,1 mV de

incremento de potencial, (b) 0,2 mV, (c) 0,4 mV e (d) 0,8 mV.
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Fonte: Préprio autor

Tabela 1 - Parametros otimizados por DPV para o sinal analitico da ditio-bis-
colina usando o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE.

Parametros Valor otimizado
NUmero de ciclos em CV 10 ciclos
Quantidade de rGO 7,0 mg
Unidades da AChE 80 U mL?
Eletrolito suporte e pH PBS 0,2 mol L e pH 6,0
Amplitude de pulso 75 mV
Incremento de potencial 4 mV

4.5. Resposta analitica do carbaril utilizando o biossensor proposto

Utilizando as condicGes optimizadas por DPV, descritas na Tabela 1, o biossensor
proposto foi aplicado para avaliar a resposta eletroquimica em fungéo da concentragéo de
carbaril. Todas as medidas foram feitas em triplicada. A resposta analitica apresentada na
Figura 31 mostra um intervalo linear entre 0,1 a 0,5 pmol L™, de acordo com a seguinte

equacéo:
% 1 =0,52 + 1,35 [carbaril]; r = 0,9897; n=5 (3)

O limite de detecgdo (LOD) para o carbaril foi de 11,6 nmolL™ (2,3 pug/kg) determinado
utilizando 3 coeficiente angular / c; onde ¢ € o desvio padrdo do valor médio de 10
voltamogramas do branco, determinado de acordo com as recomendacdes da IUPAC?.
Figura 31. Voltamogramas DPV para o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE em solucéo PBS 0,2 mol
L™ pH 6,0. As concentragdes de carbaril em pmol L*sdo: T) 20 umol L AChl; a) 0,1; b) 0,2; c)
0,3; d) 0,4; e) 0,5. No detalhe: Dependéncia linear da porcentagem de inibigdo da corrente de pico

anodica da oxidacdo da tiocolina em relagdo a concentracdo de carbaril adicionada.
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A curva analitica para o carbaril, também foi realizada pela técnica de
cronoamperometria do tipo potential-step, na qual sdo aplicados dois potenciais. O
primeiro potencial (E1) € aplicado em uma regido onde ndo ocorre reagdo com as espécies
eletroativas e tem como funcéo carregar a dupla camada elétrica na superficie do eletrodo
de trabalho. J& o segundo potencial (E2) € o potencial no qual ocorre a dimerizacdo dos

produtos de oxidacao eletroguimica da tiolcolina.

Para monitorar a inibicdo da acetilcolinesterase, causada por adi¢des de carbaril,
partiu-se do potencial 0,0 V durante 5 s, seguido pela aplicacdo de um salto de potencial
de oxidacdo a um potencial final (E2 = 0,15 V) durante 60 s e registrou-se a variagcdo da
corrente com o tempo. A corrente de pico no biossensor Pt/rGO/PPy/AChE foi
proporcionalmente linear com a concentragdo de carbaril na regido de 1,0 a 9,0 pmol L™
com limite de deteccéo de 0,36 pmol L™ (72,4 pg/kg), determinado utilizando a razéo 3o/
coeficiente angular; onde o é o desvio padréo dos valores da corrente de difusdo de 10
cronoamperogramas do branco, conforme recomendado pela IUPAC [24]. A equacéo de

regresséo linear (veja detalhes na Figura 32) é:

% I = 13,25 + 5,11 [carbaril]; r = 0,9969; n=8 4)
Figura 32. Experimentos de cronoamperometria para o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE contendo
somente o substrato (linha vermelha) e apds adicdes de carbaril (linhas pretas). No detalhe:

dependéncia linear da corrente de pico com as concentrac@es de carbaril.
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), a aplicacao de carbaril é autorizado em
algumas culturas como abacaxi, abobora, algoddo, alho, banana, macd, tomate, dentre
outras. O limite méximo de residuo de carbaril permitido pelas legisla¢des brasileiras
varia entre 0,02 a 100 mg/kg, sendo o LOD determinado por DPV baixo o suficiente para
determinacdo de carbaril em relacdo ao limite maximo de residuo permitido pelas

legislacGes brasileiras.
4.6. Analise de carbaril em amostras de repolho e tomate

O eletrodo desenvolvido foi utilizado para a quantificacdo de carbaril em amostras
de tomate e repolho, preparada como descrito no item 2.6 da parte experimental e 0s
resultados sdo apresentados na Tabela 2. Determinacdes de carbaril foram realizadas em
triplicada, usando o método de adi¢do de padrdo como apresentado na Figura 33. Os
resultados obtidos (média + SD) para trés determinagdes foram: 0,094 + 0,002 pmol L™
para determinagdo de carbaril em amostras de repolho e 0,093 + 0,001 umol L* para
determinacéo de carbaril em amostras de tomate. Recuperaces entre 94,1% e 101,2% de
carbaril em amostras de repolho (n = 3) foram obtidas para 0,2; 0,3 e 0,4 umol L de
carbaril adicionado em cada amostra. Em amostras de tomate, recuperagdes entre 95,8 e
100,9% de carbaril (n = 3) foram obtidas para 0,2; 0,3 e 0,4 umol L de carbaril

adicionado em cada amostra.
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N&o houve diferencas significativas entre as concentracfes adicionadas e encontradas de
carbaril, o que indica que o biossensor Pt/rGO/PPy/AChE pode ser usado com sucesso na
determinacéo de carbaril em amostras de frutas e vegetais, sob as condic¢des otimizadas e

utilizando o método de adicdo de padréo.

Figura 33. Curvas DPV obtidas pelo biossensor Pt/rGO/PPy/AChE para a determinacdo de
carbaril em amostra de repolho: (T) 20 umol L* AChl; (a) amosta, (b) amostra mais 0,2 pmol L’
! carbaril; (C) amostra mais 0,3 umol L* carbaril; (d) amostra mais 0,4 umol L carbaril. No
detalhe: dependéncia linear da porcentagem de inibicdo da corrente de pico em rela¢do a

concentracdes de carbaril.
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Tabela 2. Resultados para determinacdo de carbaril em amostras de repolho e tomate.

Repetigdo Carbaril/umol L Erro relativo/%
Repolho Tomate E1 E2
1 0,092 0,094 -8,0 -6,0
2 0,096 0,092 -4,0 -8,0
3 0,094 0,093 -6,0 -7,0
Média £ SD 0,094 + 0,002 0,093 £ 0,001
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Sendo que o erro relativo foi dado pela equacdo 3, onde Ve é o valor encontrado
pela analises, Vv é o valor verdadeiro sendo esse valor o valor adicionado de carbaril
que foi 0,1 umol L.

Er=Ve - Vv/ Vv x 100 % (5)
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5. CONCLUSAO

O eletrodo de Pt modificado com o composito rGO/PPy foi caracterizado e
aplicado com sucesso na imobilizacdo da enzima acetilcolinesterase e na determinagéo
do pesticida carbaril em amostras de repolho e tomate, demonstrando ser uma
metodologia conveniente para o controle de pesticidas em alimentos.

O limite de deteccdo obtido utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial
é baixo o suficiente para determinacdo de carbaril nas culturas de alimento que este
pesticida é aplicado considerando o limite méaximo de residuo permitido pelas legislacGes
brasileiras.

De maneira geral pretendeu-se ampliar 0s conhecimentos e estratégias para a
aplicacdo da nanotecnologia na imobilizacéo de enzimas e fornecer subsidios para futuros

estudos utilizando outras enzimas e suas aplicagoes.
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