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Biossensor amperométrico, baseado em enzimas
colinesterases (AChE) imobilizadas em eletrodo do
tipo screen-printing, foi utilizado na investigagéo de
teores de pesticidas carbamatos (carbofuran e
carbaril) em amostras de agua de abastecimento.
Inicialmente, efetuou-se o estudo das constantes
de inibicdo dos pesticidas carbaril (1x10 7) e
carbofuran (5x10 4). Utilizou-se sistema com eletrodo
de dois canais, composto de grafite modificada com
TCNQ e Ag/AgCl, como eletrodos de trabalho e
referéncia, respectivamente. Dois processos de
imobilizagdo enzimética foram estudados, visando
otimizagdo do biossensor. A metodologia de
fotopolimerizagdo com alcool polivinilico modificado
com grupos estirilpiridinicos (PVA-SbQ) e a de
glutaraldeido foram selecionadas para o estudo,
sendo que a imobilizagdo com PVA-SbQ apresentou
melhores resultados (CV = 6,5%). Curvas analiticas
foram plotadas ap6s os ensaios de inibicdo com os
pesticidas e os limites de detecgdo (LD)
determinados. Carbaril apresentou curva linear (LD
de 18 pg L?), enquanto o carbofuran demonstrou
curva com comportamento logaritmico (LD de 0,05
pg LY. Para avaliar a precisdao, amostras de agua
de abastecimento foram fortificadas com os
pesticidas estudados em trés niveis de fortificagdo.
As recuperagfes variaram de 93,3% a 102,7%. Os
biossensores a base de AChE atenderam as
exigéncias analiticas para a direta aplicacdo de
sensores descartaveis em amostras reais.
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1INTRODUCAO

Os pesticidas tém sido responséveis por grande parte dos estudos e investigacfes da comunidade
cientifica. Essas pesquisas vém sendo direcionadas para a detec¢éo, quantificacdo e monitoramento
desses poluentes, objetivando entender o seu comportamento e a sua interagdo com o meio ambiente
(O'NEIL, 1993; STANLEY, 1993; BOTKLIN e KELLER, 2000). Dentre esses compostos, 0s carbamatos
tém sido muito utilizados para o controle de pragas indesejaveis. Apesar de pouco persistentes, 0s
carbamatos apresentam elevada toxicidade, sendo inibidores das enzimas colinesterases presentes
nos organismos dos insetos e mamiferos (WHEELER; 2002; NUNES e RIBEIRO, 1999). Essas enzimas
atuam no sistema nervoso, controlando impulsos e transmissées dos estimulos nervosos. Os carbamatos
agem sobre o centro ativo estearico da enzima, inibem sua acdo e causam distarbios no controle dos
estimulos. Isso pode ocasionar, desde pequenas nduseas e vomitos até violentas contragdes intestinais,
espasmos musculares e convulsfes que podem levar a morte do organismo (HASSAL, 1990; NUNES,
1996; STEVENS, 1997; SUWANSA-ARD et al., 2005).

A investigacéo de pesticidas depara-se com problemas analiticos complexos, ocasionados
pela gama de substancias existentes a serem determinadas em distintos produtos agricolas,
possivelmente presentes em niveis de tragcos. Métodos baseados em espectrofotometria e cromatografia
a liquido ou a gas tém sido validados, apresentando-se muito sensiveis e sendo cada vez mais usados
nesses tipos de analises (SALAU et al., 1994; BICCHI, DAMATO e BALBO, 1997; LI et al., 2004).
Contudo, tais métodos exigem diversas etapas de bancada (como clean up) para eliminar interferentes,
0 que tém provocado baixos indices de recuperacdes (BARCELO, 1993; LEHOTAY, 1995).

Os biossensores surgiram como métodos analiticos alternativos. S&o arranjos que apresentam,
em geral, elevadas sensibilidade e seletividade, com tempo de resposta bastante curto e minimo
tratamento da amostra (FATIBELLO FILHO e CAPELATO, 1992; MARTY, GARCIA e ROUILLON, 1995;
JANATA, JOSOWICZ e DEVANEY, 1994). Na area de controle ambiental, principalmente para
monitoramento de pesticidas, varios biossensores eletroquimicos a base de enzimas colinesterases
(AChE) foram desenvolvidos para a deteccao de residuos de pesticidas carbamatos e organofosforados
em diversas matrizes ambientais. Esses sistemas baseiam-se no principio de inibi¢do enzimética
para determinac&o/quantificacio desses inibidores de colinesterases (BASSI et al., 1996; CHEMNITIUS
et al., 1996; SCHEPER et al., 1996; MARQUES et al., 2004). Biossensores do tipo descartaveis,
também conhecidos como biossensores impressos (screen printed), tém sido estudados como
instrumentos para investigagfes confirmatdrias (alarme), buscando economia de tempo e de
investimentos. S&o empregados para detectar amostras potencialmente positivas em analise prévia
de controle do ambiente. Na segunda etapa pode-se utilizar metodologia validada e mais precisa,
como a cromatografia. Contudo, poucos estudos tém efetuado a aplicacao real dessas metodologias
diretamente em matrizes de interesse ambiental ou populacional (SKLADAL, 1991; ALBAREDA-
SIRVENT, MERKOCI e ALAGRET, 2000; ZHANG e YANG, 2000). A configuracéo dos biossensores de
filmes impressos € normalmente constituida por camadas da pastas especiais sobrepostas, depositadas
seqliencialmente sobre determinado suporte. E considerada como técnica promissora, pois pode ser
comercializada em larga escala com vantagens atrativas, como miniaturizagéo, versatilidade, baixo
custo e possibilidade de producdo em massa (MARTY, GARCIA e ROUILLON, 1995). A otimizacéo da
metodologia de construcéo desses sensores deve buscar melhor desempenho, levando em consideracao
parametros como, a sensibilidade e a reprodutibilidade do sinal obtido. Tratando-se de sensores para
0 propdsito de uso descartavel, o sinal analitico deve fornecer baixos desvios. Estudos que buscam
estabelecer e validar esses parametros, bem como aplicar tais sensores em amostras reais, ainda
sdo poucos na literatura (SCHELLER e SCHMID, 1991; NUNES et al., 1998; NUNES et al., 2001).

Este trabalho objetivou a construcao de biossensor amperomeétrico do tipo impresso, baseado
em enzimas acetilcolinesterases comerciais para detec¢éo screening de pesticidas carbamatos. Foram
efetuados estudos de procedimentos de imobilizacdo, atividade e inibigcdo enzimética, bem como
avaliacdo de exatiddo do método de deteccéo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL E REAGENTES

Enzimas acetilcolinesterases (AChE), oriundas de enguia elétrica (ee) (Sigma/USA) foram
escolhidas para a construcéo do biossensor amperométrico. Estocaram-se as enzimas sob refrigeracao
a -4°C. Solucdes-estoque foram preparadas no préprio frasco, com adi¢do de 1 mL de solu¢do de NaCl
0,9% (m/v). Usou-se cloreto de acetiltiocolina (ATChCI, Sigma Aldrich/Alemanha) como substrato da
enzima. Solugdes de ATChCl foram preparadas em tampao fosfato, pH 7,5 (Na,HPO,,/NaH,PO, contendo
KCI 0,05 mol L?). Solugdes de acido ditiobisnitrobenzéico (DTNB) foram preparadas em tampao fosfato.
Os agentes de imobilizacéo enziméaticos, élcool polivinilico contendo grupo estirilpiridinicos (PVA-
SbQ) com 1750 graus de polimerizacéo (Toyo Gosei Co/Chiba, Japéo) e glutaraldeido (Sigma/Amystang,
Alemanha), foram estocados sob refrigeracéo a 4°C. Obtiveram-se padrdes dos pesticidas carbaril e
carbofuran (Figura 1) da Sigma, sendo as soluc¢des estoque dos pesticidas preparadas em metanol e
estocadas a -4°C. Preparam-se soluc@es de trabalho a partir de diluicbes das soluces-estoque em
agua deionizada. ApOs cada bateria de analises de inibigbes, essas foram descartadas em reservatério
destinado para esse fim. Somente reagentes de grau analitico foram utilizados nas analises.

2.2 EQUIPAMENTOS

Efetuou-se a investigacéo da atividade enzimatica e a determinacéo das constantes de inibicdo
em espectrofotdmetro ultravioleta/visivel (Ultrospect 4000, Biotech Pharmacia). Foram utilizadas micro-
cubetas de poliestireno descartaveis (Alemanha), micropipetas automaticas de volumes variados (Gilson),
lampada de nednio para a etapa de fotopolimerizacao a frio e analisador voltamétrico BAS CV50W
(Gateway) para as avaliagdes eletroquimicas.

FIGURA 1-ESTRUTURA MOLECULAR DOS PESTICIDAS CARBAMA TOS ESTUDADOS

O

B

CARBARIL CARBOFURAN

2.3 PREPARO DO SENSOR IMPRESSO

Para os ensaios eletroquimicos foram utilizados sensores do tipo screen printed planos
descartaveis, impressos em suporte de PVC (cedidos pelo professor Jean Louis Marty Perpignan,
Franca), formados de dois eletrodos impressos em cinco camadas sobrepostas (Figura 2).

Ap0s a impresséao do eletrodo de trabalho, os sensores foram acondicionados sob refrigeracao
(4 °C) por cinco dias. Depois de transcorrido esse tempo, o conjunto eletrédico estava pronto para a
modificacdo efetuada sobre o eletrodo de trabalho com a pasta contendo a enzima (NUNES et al.,
2001).
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FIGURA 2 - SEQUENCIA DE APLICACAO DAS CAMADAS P ARA FABRICACAO DOS
ELETRODOS DE DOIS CANAIS PELA TECNICA DE SERIGRAFIA

1 Camada de cont ato elétrico: linhas de conex8es de conducao de prata (Electrodag PF410, Acheson), que
formam o caminho elétrico;

2 Camada de carbono: constituida de pasta de grafite (Electrodag 423SS, Acheson). Evita o contato entre o

caminho-prata e o analito, auxiliando na fixacdo do mediador e da enzima;

Eletrodo de referéncia: pasta de Ag/AgCl (Electrodag 603SS, Acheson), impressa sobre a camada de grafite;

Camada isolante: tinta epoxi brilhante, evitando contato com a solugéo;

Eletrodo de trabalho: constituido de pasta de grafite T15 (Lonza), contendo a mistura tetracianoquinodimetano

(TCNQ) e hidroxietilcelulose (HEC), impressa sobre a camada de carbono restante.

(62 - ¢V]

2.4 DETERMINACAO DAATIVIDADE E CONSTANTES DE INIBICAO ENZIMATICAS

Empregou-se a metodologia cinética de ELLMAN modificada (NUNES et al., 2001; ELLMAN et
al., 1961). A hidrdlise do substrato (ATChCI), catalisada pela enzima, produziu a tiocolina (TCh) que
reagiu posteriormente com o acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) [DTNB], ocasionando a formacéo de
complexo amarelo que absorve em 412 nm. Monitorou-se a reagéo pela medida da absorbancia em
funcéo do tempo, seguindo a lei de Beer para crescentes concentracdes do produto formado.

Para o calculo da atividade enzimética, a velocidade da reacao foi definida pela inclinagéo na
porc¢éo linear do grafico (Abs x tempo). Pipetou-se a solucéo de trabalho da enzima para a cubeta,
sendo adicionados os reagentes tampéo fosfato, DTNB e, por uGltimo o substrato. Monitorou-se a
reacao pelas leituras de absorbancia conforme o tempo. Foram efetuados 3 ensaios, sendo 1 branco
(auséncia total de enzima e substrato), um testemunho (auséncia de enzima e presenca de substrato)
e areacao completa (enzima e o substrato). Para a avaliacdo da constante de inibic&o dos pesticidas,
0 meio reacional continha diferentes concentra¢des do inibidor. Solucbes de pesticidas inibidores
foram preparadas por diluicdes da solugdo estoque (10 2m L?). Foram adicionados a cubeta: 200 pL
de solucéo 2,5 mm L de DTNB em 350 pL de tampao fosfato e 50 pL da mistura, contendo 2 pL de
solucdo inibidora e 10 uL de solucdo AchE, mais 200 pL de substrato. As curvas espectrofotométricas
(absorbéancia x tempo) foram obtidas durante 1 min e a inclinacdo da curva tomada a cada 3 min,
durante 30 min de incubacdo com o pesticida. Efetuaram-se ensaios sem o pesticida e ensaios em
branco (sem a mistura enzima-inibidor). Com esse procedimento foram determinadas as constantes
de Michaelis-Menten, na auséncia (K, ) e na presenca dos inibidores (K

Mobs) )

2.5IMOBILIZACAO DAS ENZIMAS

O processo de imobilizacdo constitui etapa fundamental na construcao de qualquer biossensor.
NUNES, JEANTI e MARTY (2004) avaliaram vérios procedimentos de imobilizacdo em eletrodos
impressos por cronoamperometria e coulometria, destacando a importancia dessa etapa para obter
melhor desempenho de sensores descartaveis. No presente trabalho foram testados dois métodos de
imobilizacao: i) fotopolimerizagdo da enzima com PVA-SbQ, sob luz de nednio, e ii) ligacdo cruzada
com glutaraldeido. No primeiro método, a solucdo de imobilizacdo continha tampao fosfato, enzima
(concentracéo previamente estabelecida) e PVA-SbQ na proporgao de 30% (v/v). Apds homogeinizagao
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foram aplicados 2 pL da mistura na regido do eletrodo de trabalho do biossensor. Em seguida, o
sensor foi submetido a irradiagcao sob luz de nednio (15 W) por 3h sob refrigeracao (4 °C) para facilitar
a polimerizacdo. Deixou-se o compésito em refrigeracao (4 °C) por 20h. Os biossensores assim
preparados foram armazenados em depositos de plastico, vedados com parafilm e protegidos da luz
(prontos para uso). No segundo método de imobilizac¢éo, a solugao continha tampao fosfato, enzima
(concentracdo previamente estabelecida) e glutaraldeido na proporcdo de 15% (v/v). Apos
homogeinizagéo, 2 pL da mistura foram aplicados no eletrodo de trabalho. O biossensor foi deixado
sob refrigeracéo (4 °C) durante 24h e armazenado conforme ja descrito.

2.6 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO SISTEMA

Ap0s o preparo do sensor, iniciou-se a caracterizagao eletroquimica do sistema sensor-enzima
imobilizada. Inseriu-se o biossensor em conector apropriado, que tornou possivel o contato entre o
potenciotasto (detector) e o sensor. Mediu-se a intensidade da corrente mediante imersao do biossensor
em solucéo contendo o tampao e o substrato de concentracdes conhecidas. Inicialmente, o sinal
relativo ao tampéo foi cronoamperometricamente registrado, sendo estabelecido como “linha de base”.
O sinal de corrente relativo a resposta enzimatica com o substrato foi posteriormente obtido. Utilizou-
se potencial fixo (100 mv) e monitorou-se a intensidade de acordo com o tempo (NUNES et al., 2001).
O principio da reac&o enzimatica monitorada foi baseada na hidrélise do substrato enzimatico, produzindo
tiocolina e acido acético (reagéo 1). Atiocolina foi entdo oxidada no eletrodo de trabalho.

ATCh+ H,0 ACME_ 1chy HA

acetiltiocolina tiocolina &cido acético

(1)
2TCh,q — = TCh,, + 2H + 2e-

A corrente elétrica gerada durante o processo foi monitorada como atividade da enzima. Foram
efetuados, assim, ensaios de repetitividade de sinal, melhor concentragéo de substrato, otimizagéo
da carga enzimatica e reprodutibilidade/repetitividade dos procedimentos de imobilizacéo.

2.7 ESTUDO DE INIBICAO

As curvas analiticas dos pesticidas carbaril e carbofuran foram constituidas com base no principio
de inibicdo da colinesterase. Obteve-se o sinal inicial pela imersédo do biossensor em solugéo de
substrato, seguido de corrida cronoamperométrica em potencial fixo de 100 my, registrando-se entédo
aintensidade de corrente (S;). Em seguida, o sensor foi lavado com agua deionizada, enxugado com
papel ultramacio e mergulhado na solucéo do inibidor. Depois de transcorrido o tempo necessério para
a inibicao (incubacao), o sensor foi novamente lavado com agua, enxugado, mergulhado na solucéo de
substrato, e registrada nova corrida cronoamperomeétrica (sob as mesmas condig¢des), sendo medido
0 novo sinal apds inibi¢éo (S,). Ainibicao relativa (%IR) da enzima foi verificada por decréscimo da
corrente estacionaria, sendo calculada segundo SKLADAL, PAVLIK e FIALA (1994). Os ensaios de
inibicdo foram repetidos com diferentes concentragdes dos inibidores.

2.8 ENSAIOS DE RECUPERACAO
Amostras de 4gua de abastecimento foram coletadas diretamente da torneira dos laboratorios
de pesquisa em quimica (UFMA), segundo normas especificas de amostragem (AGUDO, 1987).

Preparou-se a solucéo fortificada adicionando 500 pL de tampé&o fosfato em 1000 pL de amostra (em
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tubos eppendorf) e 500 pL de solucéo de pesticida, totalizando 2000 pL de solucéo do pesticida com
concentragdo final conhecida. Imergiu-se o sensor em amostras fortificadas com concentracfes
conhecidas dos inibidores, sendo o percentual de inibi¢cdo calculado e “plotado” diretamente nas curvas
analiticas para determinar as recuperacoes.

3 RESULTADOS
3.1 INVESTIGAGAO DAS ATIVIDADES E CONSTANTES DE INIBICAO ENZIMATICAS

As atividades das enzimas nas solu¢des (U/mL) foram determinadas, antes de se efetuar cada
imobilizacao. Realizou-se estimativa da constante de inibicdo (K)) mediante variadas concentracdes
dos pesticidas. Depois de tomada a curva cinética para cada concentracdo nos tempos de incubacéo,
os valores das inclina¢des encontrados foram utilizados para os calculos da atividade residual (AR). O
logaritmo da atividade residual foi plotado em relacéo ao tempo de analise (em minutos). A Figura 3
apresenta a curva de decréscimo do logaritmo da atividade residual da AChE (ee), apés a incubacao
com o carbaril, em diferentes concentragfes e em crescentes tempos de incubacao.

FIGURA 3 - DECRESCIMO DA ATIVIDADE RESIDUAL DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
(EE), DURANTE INCUBACAO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DO INIBIDOR
CARBARIL, EM TEMPO CRESCENTE (EE = ENGUIA ELETRICA)
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A partir da regresséo linear das curvas (Figura 3) foram obtidos os valores das inclinagcdes de
cada curva, que equivalem as constantes de Michaelis-Menten observadas ap0s inibicao enzimatica
(Kyope)- FOram tracados, entao, graficos de correlacdo entre as diferentes concentragdes do inibidor e
as constantes de Michaelis-Menten (Figura 4).

O inverso da inclinagéo da reta (Figura 4) forneceu o valor da constante de inibicdo. Para o
carbaril, essa constante foi K =5 x 10 “mol * L min * e para o carbofuran K =1 x 10 “mol * L min *.
Esses dados indicaram que o carbofuran é um inibidor de colinesterases muito mais forte do que o
carbaril, apesar das classificagdes como inseticidas serem semelhantes (TOMLIN, 1994). Os valores
de sensibilidade fornecem dados auxiliares para os trabalhos iniciais de construcéo de biossensores
a base de enzimas colinesterases para a deteccdo de carbamatos. NUNES, JEANTY e MARTY
(2004) avaliaram as constantes de inibicdo enzimética para o inseticida organofosforado metamidofés
(inibidor de colinesterase), sendo encontrados valores de k variandode 1 x 10%a1x 10°mol* L min*
para enzimas oriundas de Drosophila melanogaster. Comparado com esses estudos, o carbofuran
apresenta grau de inibigdo mais forte ainda que o pesticida organofosforado, ratificando a importancia
da pesquisa com deteccao rapida de carbamatos em matrizes aquaticas.
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FIGURA 4 - CURVA DE CORRELACAO ENTRE AS DIFERENTES CONCENTRACOES DO

CARBARIL E AS CONSTANTES DE MICHAELIS-MENTEN OBSER VADAS APOS INIBIGAO (K )
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3.2 II\/IOBILIZAC}AO DAS ENZIMAS

O método de imobilizacdo com glutaraldeido ndo necessitou do aparato da luz de nebnio,
aumentando a rapidez do processo. Além disso, o procedimento pode ser conduzido em temperatura
ambiente, o que nao foi observado para o método do PVA-SbQ. Os sensores obtidos apresentaram
boa estabilidade, ndo havendo perdas de camada enzimatica, durante as medidas eletroquimicas
efetuadas sempre sob agitacéo.

3.3 OTIMIZACAO DE PARAMETROS OPERACIONAIS

Foram selecionados os tempos de 3 e 5 min para avaliar a estabilidade do sinal da corrente
perante variadas medidas frente ao tampao e ao substrato. As solu¢fes foram substituidas a cada
medida e o biossensor lavado com agua deionizada. O tempo de 5 min apresentou melhor repetitividade
de corrente, sendo selecionado para ensaios posteriores (Figura 5). O coeficiente de variacéo obtido
para as medidas efetuadas nesse tempo ficou em torno de 6,8%.

FIGURA 5 - COMPARACAO ENTRE A REPETITIVIDADE DE CORRENTE NOS TEMPOS DE
3 E5MINUTOS
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Condicdes Operacionais: potencial de 100 Mv, [ATCHCL] = 1 mm L* versus ACHE (EE).
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3.4 OTIMIZAGAO DA QUANTIDADE DE ENZIMA E SELECAO DO METODO DE IMOBILIZAGCAO

Para melhor evidéncia do decréscimo de corrente nos ensaios posteriores de inibicdo, a
guantidade de enzima a ser imobilizada deveria apresentar sinal de corrente perante o substrato
(2 mm L) em torno de 100 nA. Nessa fase do trabalho foram testadas as concentragfes de 1x10 3,
1x10-2e 1 U/eletrodo. O sinal de corrente foi tomado com o tampé&o e o substrato. A Figura 6 apresenta
a comparacéao dos dois métodos de imobilizacédo propostos em fun¢do da carga enzimética. Optou-se
por utilizar 1 U/eletrodo (versus 1 mm L* de substrato) como carga-padrédo para otimizagao do
biossensor, obtendo-se variacdo significativa de corrente entre o tampéo (i= 4,8 nA) e o substrato
(i=115nA). O método de imobilizagdo com PVA-SbQ foi selecionado para o processo de imobilizacéo,
visto que 0 mesmo forneceu valores de corrente superiores ao método com glutaraldeido. O glutaraldeido
desativa parcialmente a colinesterase no momento da preparacéo da pasta enzimatica, resultando em
expressiva diminuigdo da atividade da enzima (CHIBATA, 1978). Na pratica, tem-se observado que
esse efeito ndo é tdo expressivo quando se utiliza o PVA-SbQ como agente imobilizador.

FIGURA 6 - AVALIACAO DA CARGA ENZIMATICA UTILIZANDO-SE DOIS METODOS DE
IMOBILIZACAO
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Apés a otimizagdo dos parametros, o teste de precisdo apresentou boa repetitividade com
corrente de 103,5 nA £ 5,5 % e coeficiente de variagéo de 5,4%. Desvio-padrédo de 7,9% em torno da
média (104,3 nA) foi observado com seis diferentes sensores, preparados por imobilizacdo com PVA-
SbQ, com coeficiente de variacao de 7,6%. Avaliou-se a reprodutibilidade da imobilizacdo com PVA-
SbQ usando seis eletrodos diferentes, cujas imobilizagdes foram efetuadas em dias distintos (intervalo
de um més). Obteve-se média de 99,4 + 18,7 nA com coeficiente de variacdo de 18,8%. Esses dados
confirmam a reprodutibilidade do processo de imobiliza¢ao otimizado, mesmo em grandes intervalos
de tempo, visto que desvios-padrdes abaixo de 20% tém sido considerados aceitaveis em testes de
validagdo de metodologias. Os coeficientes de variagdo também se apresentaram abaixo de 20%,
sendo mais representativos que o desvio-padréo para avaliacao de reprodutibilidade de dados, pois
implicam diretamente na precisao do método (WOOD, 1999; BRITO et al., 2003).

3.5 TESTES DE INIBICAO

Todos os pontos das curvas analiticas foram avaliados em triplicata, obtendo-se desvios abaixo
de 10%. Os ensaios de inibicao foram efetuados com tempo de 10 min de incubacgé&o e concentragfes
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do inibidor entre 0,9 x 1 ¥ e 50 x 10 ® m L (Figura 7). Concentracdes elevadas de inibidor podem ter
afetado os sitios ativos da enzima (tornando-os parcialmente inativos, ou saturando esses sitios),
motivo pelo qual a resposta foi praticamente a mesma e acima do valor maximo.

FIGURA 7 - CURVA ANALITICA PARA O PESTICIDA CARBARIL
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Aregido linear de trabalho apresentada pelo pesticida carbaril foi estreita, porém com limite de
deteccao de 0,09 umol L * (18 pg L ). A legislagdo brasileira vigente considera o carbaril como
substancia quimica de risco para a saude, mas ndo especifica valores de concentra¢éo que possam
ser monitorados. Apenas estabelece que para avaliar a presenca de carbamatos em agua deve-se
determinar a atividade anticolinesterase em torno de 15% de inibicdo com ensaio de enzima (BRASIL,
2004). A metodologia apresentada fixa como limite de deteccao a faixa minima de 10% de inibicao,
sendo apropriada para monitoramento desse inibidor de colinesterase em agua.

3.6 CARBOFURAN

O estudo de inibicdo com o pesticida carbofuran ocorreu de modo semelhante ao do carbaril.
Optou-se por trabalhar com concentracfes abaixo das usadas para o carbaril em fun¢éo da elevada
toxicidade do carbofuran, comprovada anteriormente pelos ensaios cinéticos. A curva analitica para
esse composto (Figura 8) evidenciou comportamento logaritmico, com R 2= 0,978 e limite de detecg¢édo
em torno de 0,05 pug L 2. NUNES et al. (1999) detectaram carbofuran utilizando biossensor em pasta
de carbono como eletrodo de trabalho, modificado com ftalocianina de cobalto (CoPC) como mediador
eletroquimico. Encontraram limite de deteccao de 0,5 e 75 pg L* para enzimas AChE oriundas de
enguia elétrica e eritrécito bovino, respectivamente.

O limite apresentado pelo método em estudo ficou abaixo do exigido pela legislacéo brasileira
(15% de inibicdo em colinesterase), podendo ser utilizado para controle e monitoramento desse
carbamato em niveis muito baixos de concentracéo (BRASIL, 2004). O carbofuran é muito mais nocivo
as enzimas AChE, necessitando de rgpida confirmagédo e detec¢do em matrizes aquaticas.

3.7 ENSAIOS DE RECUPERACAO
Foram efetuados trés ensaios em triplicata para trés niveis de fortificagéo (baixo, médio e alto),

escolhidos com base na curva de calibracdo (concentracéo pesticida versus inibicdo relativa). A Tabela
1 apresenta os resultados obtidos para 0s ensaios com os pesticidas selecionados.
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FIGURA 8 - CURVA ANALITICA PARA O PESTICIDA CARBOFURAN
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TABELA 1 - RECUPERAGCOES E COEFICIENTES DE VARIAGAO DOS COMPOST OS
DETECTADOS PELO BIOSSENSOR AMPEROMETRICO

Pesticida folx:;llﬁelxg:o Concentragéo (pg L™) | Recuperagdo* (%) | CV%**
1 30 118 11,6
Carbarril 2 60 92 1,2
3 100 98 9,1
1 1,3 88 5,3
Carbofuran 2 6,6 91 7,1
3 12,0 101 7,0

* Média de trés replicatas. **CV = coeficiente de varia¢do(%).

Para o carbaril, a média das recuperacdes ficou em 102,7 + 13,6% e CV de 13,3%. Para o
carbofuran, a média foi de 93,3 £ 6,8% e CV de 7,3%. Amédia geral de recuperacdo em torno de 98 +
11%, com CV de 11,1%, demonstra excelente precisdo do método otimizado. Para esses niveis de
concentragdes, recuperacdes com até 20% de CV séo aceitaveis (BRITO et al., 2003). SUWANSA-
ARD et al. (2005) obtiveram recuperagcdes médias de 91 + 9% para o carbaril em amostras de agua
filtradas, sem pré-tratamento, utilizando biossensores potenciométricos e andlise por injecdo em fluxo.
Os valores de recuperacao apresentados demonstram 6tima exatidao do biossensor impresso, construido
a base de enzimas colinesterases para determinagéo dos pesticidas selecionados em matrizes
aquaticas.

4 CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma proposta para deteccéo de carbamatos em agua de abastecimento,
empregando metodologia de screening. O método de imobilizagdo da enzima baseado em
fotopolimerizagédo com PVA-SbQ foi selecionado para a construcéo do biossensor, devido ao maior
sinal de corrente cronoamperométrica em comparagdo com o método do glutaraldeido. As curvas
analiticas apresentaram limites de detecc¢do abaixo dos limites maximos recomendados (LMR) pelos
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organismos nacionais de controle. O carbofuran apresentou maior constante de inibicdo que o carbaril,
o que foi evidenciado posteriormente pelo maior grau de inibicdo da enzima imobilizada. Os ensaios
de recuperac&o mostraram elevada exatiddo para o método de deteccao de pesticidas carbamatos em
agua com os biossensores a base de AChE, atendendo as exigéncias analiticas para a direta aplicagdo
de sensores descartaveis em amostras reais.

ABSTRACT

AMPEROMETRIC BIOSENSOR TO DETECT SCREENING OF CARBAMATE INSECTICIDES IN

DRINKING WATER

Amperometric biosensor based on cholinesterases enzymes (AChE) immobilized in screen-printing electrode, was used
to detect carbamates pesticides (carbofuran and carbaryl) in drinking water samples. Initially, inhibition constants for the
insecticides carbaryl (1x107) and carbofuran (5x10%) were studied. A two-channel screen-printed strip containing a
TCNQ-graphite-modified and a Ag/AgCl electrode as working and reference electrodes, were used respectively. Two
enzyme immobilization procedures were evaluated aiming the optimization of the biosensor. The methodologies of
photopolimerization with poly(vinyl alcohol), bearing styrylpyridinium groups (PVA-SbQ) and crosslinking with glutaraldehyde
were selected for the study. The PVA-SbQ agent has shown better results (CV = 6.5%). Analytical curves were plotted
after inhibition assays with the pesticides and the limits of detection (LOD) were determined. Carbaryl gives a linear curve
(LOD of 18 pg L), while carbofuran provides a logarithmic curve (LOD of 0,05 pg L*). The accuracy of direct pesticide
detection with the optimized biosensor was also evaluated. Three spiking levels were studied and average recoveries
varied from 93.3% to 102.7%. The AChE-based biosensor assisted analytical demands for the direct application of sensor
disposable in real samples.

KEY-WORDS: AMPEROMETRIC BIOSENSORS; CARBAMATES; DRINKING WATER; CARBARYL,;
CARBOFURAN.
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