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RESUMO

Pesticidas organofosforados (OFs) sdo capazes de combater pragas no cultivo de alimentos,
pela inibicdo da enzima acetilcolinestesterase (AChE). A enzima catalisa a hidrdlise da
acetilcolina (ACh), um neurotransmissor que atua no sistema nervoso autonomo de insetos e
mamiferos. O presente trabalho teve como objetivo otimizar biossensores amperométricos e
acopla-los a drone, a fim de detectar residuos de pesticidas organofosforados (OF’s) na
atmosfera, em regido de cultivo de hortalicas na Pré-Amazonia Maranhense. Biossensores a
base de AChE foram preparados em sensor serigrafado a base de grafite, com mediadores
eletroquimicos incorporados ao eletrodo de trabalho, como ftalocianina de cobalto (CoPC), azul
de meldola combinado com sal de Reinecke serigrafado com 1 camada (MBRS 1X) e duas
camadas (MBRS 2X). Foi definido o mediador MBRS 2X com potencial de trabalho fixo em
0,1V versus Ag/AgCl. Os limites de detec¢do (LD) foram baseados em 10% de inibi¢ao relativa
(IR) da enzima em curva analitica. Foram determinados OF’s clorpirifos, fenitrotion, malation
e temefos, cujos valores de LD foram de 2,4 x 102 nmol L, 3,75 x 107 nmol L', 9,4 x 1073
nmol L' e 1,71 x 10~2nmol L', respectivamente. A repetibilidade na produgio dos biossensores
e estabilidade foram avaliadas através de estatistica por cartas de controle. As medidas para
biossensores produzidos em diferentes dias sob mesmas condi¢gdes, apresentaram-se de acordo
com o controle estatistico. Com biossensores acoplados a drone, foi detectado residuos de OF’s
em ~ 50m de altitude por tempo de 5 minutos de sobrevoo, do periodo de novembro/2020 a
fevereiro/2021 em dois pontos de producdo agricola. Os valores determinados de IR variaram
de 6,98+0,98% a 57+0,48%, em relagdo ao periodo de amostragem. A aplicacdo de biossensores
para monitoramento de residuos de OFs através de acoplamento ao drone ¢ uma estratégia
inovadora. Estes residuos podem ser transportados por correntes atmosféricas e contribuem

para o declinio de populacdes de insetos ndo-alvo, incluindo abelhas polinizadoras.

Palavras- chave: Acetilcolinesterase, Biossensores enzimaticos, Monitoramento, Residuos de

organofosforados.



ABSTRACT

Organophosphate pesticides (OFs) are able to fight pests in food cultivation, by inhibiting the
enzyme acetylcholinestesterase (AChE). The enzyme catalyzes the hydrolysis of acetylcholine
(ACh), a neurotransmitter that acts on the autonomic nervous system of insects and mammals.
The present work had to monitor the presence of OF's pesticides in the atmosphere, in a
vegetable growing region in the Pre-Amazon region of Maranhdo. For this, previously tested
amperometric biosensors were coupled to a drone. Enzymatic biosensors were prepared using
a graphite-based screen printed electrode, with electrochemical mediators such as cobalt
phthalocyanine (CoPC), meldola blue combined with Reinecke salt screen-printed with 1 layer
(MBRS 1X) and two Ilayers (MBRS2X) incorporated into the working electrode.
Electrochemical characterization was performed, with the MBRS 2X mediator being defined
with a fixed potential of 0.1V versus Ag / AgCl. The detection limits, based on the inhibition
curves and considering 10% relative inhibition were: 2.4 x 1072 nmol L', 3.75 x 1073 nmol L-
1,9.4 x 107 nmol L' and 1.71 x 1072 nmol L, for chlorpyrifos, fenitrotion, malation and
temephos, respectively. The biosensors showed stability and high repeatability in production,
through control chart statistics. With biosensors coupled to a drone, OF’s residues were detected
at ~50m altitude for a 5 min flyover period, from November/2020 to February/2021 at two
points of agricultural production. The determined values of relative inhibition ranged from
6,98+0,98% to 57+0,48%, in relation to the sampling period. The application of biosensors to
monitor OFs residues is an innovative strategy. These residues can be transported by
atmospheric currents and contribute to the decline of non-target insect populations, including

pollinating bees.

Keywords: Acetylcholinesterase, Enzymatic biosensors, Monitoring, Organophosphate
residues.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de técnicas agricolas, com o advento da sintese ¢ aplicagdo de
inseticidas, torna possivel a potencializagdo de produgdo de alimentos com perdas minimas;
porém, trouxe algumas consequéncias desastrosas ao ambiente, e por consequéncia, a saude
humana (SHABAN; ABDOU; HASSAN, 2016).

Existem alguns agravantes que contribuem para a poluigdo atmosférica através de
residuos de pesticidas, dos quais Silva e colaboradores (2016) destacam como: dificuldade no
acesso a informagdo especificamente sobre o manuseio dessas substancias e condigdes
climaticas na regido de aplicagdo. Estes sao fatores que contribuem para a dispersao excessiva
e arraste de goticulas durante a pulverizagao de pesticidas nas lavouras, perpassando as
correntes de ar. Isso acarreta a mortalidade de insetos nao-alvo, com enfoque no declinio da
populagdo de abelhas, responsaveis pela polinizagao na agricultura (PIRES et al., 2016).

O Brasil ¢ considerado um dos paises com maior produgdo de alimentos do mundo, e
consequentemente, destaca-se pela utilizacao de agrotdxicos, que, de acordo com o Boletim de
Vendas de Agrotoxicos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis,
registrou aumento de cerca de 12,97% nas vendas dos ingredientes ativos em 2019 em relagao
a 2018, sente este o relatorio mais atual publicado. Acerca de tais vendas, esse percentual
correspondendo aproximadamente 621 mil toneladas, dos quais destacam-se os ingredientes
ativos: Glifosato, Acefato, Atrazina, Malation, Clorpirifos, etc. IBAMA, 2021).

Dentre os principios ativos, tem-se os organofosforados (OFs), cujos riscos causados
devido aos efeitos toxicos nos seres vivos e persisténcia no ambiente, sio amplamente
reportados na literatura, visto que essas substancias possuem tempo de meia vida de décadas, e
sdo facilmente transportados através da chuva e vento (SGOBBI, 2016). Deve-se ressaltar que
sobre os efeitos toxicos que esses inseticidas provocam, se ddo através dos distirbios ao sistema
nervoso central, por meio da inibi¢do de atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), que
atua diretamente em fungdes cerebrais (LI et al., 2019; RODRIGUES et al., 2011).

A detecgdo de residuos de pesticidas tem sido realizada por técnicas cromatograficas
tanto nos alimentos quanto em amostras ambientais, devido a sua alta precisdo analitica.
Residuos de pesticidas de diferentes classes, como organoclorados e organofosforados, foram
determinados em amostras oriundas atmosfera, a fim de avaliar a qualidade do ar (OLIVERO-

VERBEL, et al. 2021; YU et al, 2020; KIM; LEE; KIM, 2019).
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Embora tais métodos para andlises sejam eficazes, apresentam alto custo e envolvem
laboriosos procedimentos de preparo de amostra, além da inviabilidade da detecgdo in situ em
caso de suspeita de contaminagdo por OFs (SGOBBI, 2016). Nesse contexto, a aplicacdo de
biossensores eletroquimicos tem sido uma alternativa promissora no monitoramento de
processos bioquimicos, como por exemplo pela inibicdo da enzima acetilcolinasterase (AChE),
na detec¢do de OFs em agua (SILVA, 2016; NUNES et al., 2014; GRIZA, 2008), alimentos
(CAMARGQO, 2017; DRAGUNSKI, 2007), entre outros.

Algumas caracteristicas como portabilidade, seletividade, facilidade de automacao,
bem como menor custo de construcdo e estocagem, vém atestando a eficiéncia aos biossensores,
como mencionado por Pundir e Chauhan, (2012). Embora haja determinagao de residuos de
OFs em amostras de solo, alimentos, 4gua etc., por biossensores, ndo ha registro de
monitoramento desses poluentes na atmosfera.

Dessa forma, foi realizado o monitoramento de residuos de pesticidas OFs em pontos
agricolas na regido da Pré-Amazodnia Maranhense. Para tanto, foram desenvolvidos
biossensores sensiveis e seletivos baseados na inibigdo de AChE em presenca de tais
substancias. A deteccao ocorreu através do acoplamento deste dispositivo a um drone (veiculo

aéreo nao tripulado - UAV), possibilitando a anélise assistida e em tempo real.

15



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Otimizar biossensores amperométricos € acopla-los a drone, a fim de detectar residuos de

pesticidas organofosforados na atmosfera de dareas agricolas da Pré-Amazonia

Maranhense.

2.2 Especificos

v

Realizar estudos cinéticos de inibi¢do da enzima AChE por inseticidas OFs
selecionados;

Otimizar biossensores amperomeétricos especificos para a detecgao/quantificacio dos
residuos de pesticidas organofosforados;

Caracterizar os biossensores, mediante escolha do melhor mediador eletroquimico;
Determinar algumas figuras de mérito dos biossensores, tais como sensibilidade,
exatiddo e repetibilidade;

Efetuar simulagdes dos residuos de pesticidas em ambiente atmosférico artificial, com
tomadas de dados em tempo real;

Realizar medidas de inibicdo da AChE por pesticidas OFs, na atmosfera, em areas

agricolas previamente selecionadas da Pré-Amazonia maranhense.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pesticidas

3.1.1.Breve historico

A acdo prejudicial de pragas na agricultura tem mobilizado os homens a buscarem
alternativas que amenizem os efeitos nocivos, tanto na diminui¢do da producdo alimenticia
durante as colheitas, quanto na proliferacdo de doengas. Esta incidéncia levou as comunidades
agricolas a utilizarem compostos sulfurados, derivados de arsénio, cloreto de mercurio e sais
de cobre, em meados dos séculos XI a XIX (NUNES; RIBEIRO, 1999).

Com o advento do processo de industrializagdo, e consequente avango tecnologico e
cientifico, diversas substancias foram sintetizadas com a finalidade de abater pragas em
ambiente agricola. Entdo, na década de 1930 o DDT, diclorodifenil-tricloroetano, apresentou
maior eficiéncia inseticida, e abriu precedentes para desenvolvimento de demais compostos a
base de cloro (NUNES; RIBEIRO, 1999). O emprego desses compostos gerou aumento na
produtividade, garantindo o aumento da demanda alimenticia (REGO, 2015).

Entretanto, ¢ considerado como marco para o ambientalismo contemporaneo a
publicacdo do livro Primavera silenciosa, de autoria da norte-americana Rachel Carson, em
1962. Neste, a autora aborda a conscientizagdo sobre os riscos de pesticidas para a
biodiversidade, através da mortalidade ndo somente dos insetos-alvo, como também de demais
espécies, incluindo a humana (REGO, 2015; CARVALHO et al., 2017). Desde entdo, as
pesquisas tém alertado quanto ao uso indiscriminado de pesticidas, garantindo a proibi¢ao de
substancias exigentes em detrimento de novas, cujos efeitos sio menos nocivos (CARVALHO
etal., 2017).

No Brasil, o aumento da produtividade ficou conhecido por “modernizagdo agricola”,
dando inicio por volta das décadas de 1960 e 1970, viabilizando a mecaniza¢do do campo, o
agronegocio de exportacdo e consumo das substancias (CALDAS, et al. 2011). No Brasil ha
aproximadamente mais de duas mil formulagdes comercializadas, conforme a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2009). Entretanto, tem ocorrido liberacao
demasiada de principios ativos, resultando em maior nimero de formulacdes comercializadas.
A Figura 1 demonstra o drastico acréscimo de principios ativos liberados recentemente no

Brasil.
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Notoriamente, o aumento significativo na quantidade de registros concedidos, embora
o uso desses produtos quimicos tenha funcionalidade, ¢ evidente que a persisténcia no ambiente
tem gerado efeitos irreparaveis em diversas esferas. Residuos de defensivos agricolas podem
ser transportados por correntes atmosféricas, bem como meios aquaticos, atingido aquiferos,

lagos e rios (BASTOS, et al. 2012; SOUZA, et al. 2017).

3.1.2.Legislacao e classificagdo de pesticidas

Decretada em 1989, a lei conhecida como Lei dos Agrotoxicos n® 7.802 (BRASIL, 1989,
art. 5°), regulamentada através do Decreto n® 98.916, possibilitou maior rigor em relagdo a
concessdo de registros aos agrotdxicos novos ou ja existentes, permitindo a proibicdo de
substancias mediante a comprobabilidade de efeitos nocivos. A nova estrutura atribuiu
responsabilidade pela avaliagdo dos produtos quanto sua a eficacia agronomica ao Ministério
da Agricultura. J4 em relagdo aos riscos a saude cabe a avaliagdo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — Anvisa, ligada ao Ministério da Saude. Enquanto para risco ao ambiente
cabe ao IBAMA a avaliagdo. Foi proposto que o termo “agrotoxico”, pela lei n® 4.074 de 2002
(BRASIL, 2002), fosse substituido por ‘defensivo fitossanitario e produtos de controle
ambiental’ devido ao termo antecessor ser considerado depreciativo (SILVA, 2019).

Com o passar dos anos, houve a tendéncia em desregulamentar a Lei dos Agrotoxicos,
haja vista que foi criada a Comissdo Especial com objetivo de reformula-la (PL 3200/2015),
flexibilizando as normas para fiscaliza¢dao e continuidade no uso dos produtos ainda que os
maleficios deste sejam conhecidos, causando varios desacordos entre entidades envolvidas.
Com a ‘prerrogativa’ de aumento na produgdo nacional de agrotoxicos, aplicagdo preventiva
em meios de cultura, houve atribui¢do unilateral do Ministério da Agricultura quanto a
utilizagdo de agrotdxicos, como consequente ‘desburocratizacdo’, pois, a autorizacdo de um
novo produto antes perpassa por Orgdos regulamentadores a partir dos padroes da FAO
(Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo) (ALMEIDA, et al. 2017;
SILVA, 2019).

A classificacdo dos agrotoxicos da-se de acordo com os seus efeitos agudos, devendo
constar em réotulos o seu grau de periculosidade, como consta na Tabela 1 (REGO, 2015 apud
THUSWOHL, 2013). A dose letal (DLso) ¢ a medida utilizada para averiguar a exposi¢ao de

certa populagdo de animais em relacdo a algum agente toxico, causando a morte de 50% do
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grupo, sendo expressa pela massa do agente toxico inoculado, em miligramas, dividida pela

massa corporal do individuo, em kg.

Tabela 1. Classificagdo dos pesticidas

Classe Toxicologica Toxicidade DLso Faixa Colorida
I Extremamente <50 mg kg! Vermelha
toxico
II Altamente toxico Entre 5 e 50 mg kg’! Amarela
111 Medianamente Entre 50 e 500 mg kg™ Azul
toxico
v Pouco téxico Entre 500 e 5000 mg kg™! Verde
Muito pouco téxico  Acima de 5000 mg kg™

Fonte: Régo (2015) apud Thuswohl (2013).

Os pesticidas podem ser também classificados de acordo com suas estruturas quimicas
e grupos funcionais especificos. Assim, tem-se os pesticidas organoclorados (OCs),
organofosforados (OFs), carbamatos (CBMs), triazinas (TRIs) e piretroides (PIRs), entre outros
(BASTOS, et al. 2011).

As classificagdes quimicas sdo provenientes dos grupos de atomos ligados entre si.
Demais caracteristicas fisico-quimicas como polaridade, volatilizagao, pressdo de vapor etc.,
referentes & composicao dessas substancias, viabilizam a funcionalidade desses compostos no
combate de pragas. (SOUZA, 2017). Desse modo, a Figura 2 demonstra a estrutura molecular

de quatro pesticidas organofosforados.
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Figura 2. Pesticidas organofosforados selecionados para o presente estudo.
Fonte: Autor (2021).

Na fabricacdo das formula¢des comercializadas, componentes quimicos ativos sdo

combinados com agua, solventes e emulsificantes, além de outros constituintes, de forma a

20



repelir, matar e controlar pragas nos diversos ambientes, tais como agricolas, jardins, empresas,
hospitais e domicilios (KIM et al., 2017; BOLZONELLA et al., 2019).

Cavalcante e colaboradores (2016) comprovam que a exposicdo a inseticidas via
inalag¢do ou ingestao atualmente somam cerca de trés milhdes de casos no mundo, dos quais
250.000 resultam em morte, principalmente na sociedade agraria pelo manuseio agricola. Neste
sentido, ressalta-se a importancia da detec¢do desses compostos, seja em amostras ambientais

ou alimenticias.

3.2 Métodos de Deteccao de Pesticidas

3.2.1 Métodos cromatograficos

As técnicas cromatograficas sdo as mais empregadas para analises de pesticidas em
matrizes como amostras ambientais, 4gua, solos residuais, e alimentos em geral; essas técnicas
sdo padrdo para orgaos regulamentadores, devido a deteccdo sensivel e seletiva na separacao
desses compostos (REGO, 2015).

Meétodos convencionais para deteccdo de pesticidas sdo baseados em cromatografia a
gas (CG), e liquida de alta eficiéncia (CLAE), acoplados a diversos tipos de detectores
(HUANG et al., 2018). A CLAE tem sido a técnica mais utilizada na determina¢do de varias
classes de pesticidas, incluindo organofosforados, carbamatos, piretrdides, entre outros
(SGOBBI, 2012).

Duas principais etapas configuram as andlises de residuos de pesticidas: a primeira
consiste na extragdo dos analitos-alvo a partir da matriz em analise, podendo ou ndo ser seguida
de uma etapa de purificagdo para retirar interferentes; a segunda, baseia-se na determinagdo de
compostos a partir de detector especifico acoplado ao cromatografo (SGOBBI, 2012).

Recentemente, Alves et al. (2020) analisaram possiveis tracos de clorpirifés em
amostras de alfaces comercializados em feiras no municipio de Seropédica- RJ, a partir de
CLAE com detector por arranjo de diodos (DAD). Em que foi detectado valores elevados em
algumas amostras, quando confrontado com a ANVISA.

Coleone et al. (2017), detectaram malation em amostras de solo e agua, devido a
pulverizacao deste em ultrabaixo volume (UBV) no combate do inseto Aedes aegypti, vetor de
diversas doencas. Para tanto foi utilizada CLAE acoplada a detector UV-Vis, cujos limites de

detecgdo foram de 0,017 pg mL! e quantificagdo 0,051 pg mL™!.
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YU et al. (2019) realizaram estudo acerca da qualidade do ar e o risco de cancer em
sete pontos do litoral da China, através de andlise por cromatografia a gas acoplada a

espectrometro de massa para determinacao de pesticidas organoclorados (OCs) na regio.

3.2.2 Métodos bioanaliticos

Apesar dos baixos limites de deteccdo (LOD), boa seletividade e elevada precisdo na
determinagdo de pesticidas, mediante técnicas cromatografica, ha maior complexidade nas
analises, o que exige elevado grau de tratamento (BIN et al., 2018). Por exigirem reagentes com
alta pureza, pré-tratamento de amostra, equipamentos com alto custo de operagdo e
inviabilidade de analises in loco, novas ferramentas vém sendo desenvolvidas, com intuito de
promoverem limites de detec¢dao adequados com menor custo de operacdo (LANG et al., 2016).
A alternativa viavel tem sido, portanto, o desenvolvimento de métodos bioanaliticos. Assim,
destacam-se métodos ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), luminescéncia

eletroquimica, eletroforese capilar, além de sensores e biossensores (JIANG et al., 2018).

3.2.2.1 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

A técnica de ensaio imunoenzimatico foi desenvolvida em 1971 (TOH et al., 2015), e
consiste em detectar uma molécula-alvo através da interagdo que ocorre a partir de um antigeno
imobilizado em uma superficie, geralmente de placa de microtitulagdo de 96 cavidades. Tal
antigeno forma um complexo por ligacdo com seu anticorpo especifico, que depois também ¢
capaz de interagir com o anticorpo de deteccdo ligado a uma enzima. Dessa forma, havera
interagdo da enzima com o respectivo substrato, e a intensidade da cor oriunda da reagdo ¢
medida espectrofotometricamente, permitindo a quantificagdo do anticorpo (GAN; PATEL,
2013; TOSCANO et al., 2000).

Com efeito, todo imunoensaio é proposto para detectar um Unico analito com alta
especificidade, sendo considerado eficiente devido a praticidade na determinacio,
principalmente por permitir analise simultanea de vérias amostras com economia de reagentes
e consequente diminuicao na producdo de residuos (TELES, 2015).

Nas ultimas décadas, kits de ELISA tém sido elaborados e comercializados objetivando
a determinagdo de atividade da AChE em diversas matrizes, mas principalmente com foco na
avaliagdo da intoxica¢do de individuos por OFs. O principio do método colorimétrico baseia-

se na reagdo através do método de Ellman, que serd abordado posteriormente (MAFTOUH et
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al, 2020). Empresas como Elabscience, Leaclab, entre outras, t€m comercializado os kits

ELISA para esse fim.

3.2.2.2 Biossensores enzimaticos

O principio dos biossensores esta no reconhecimento bioldgico por meio de receptores-
transdutores que fornecerem um sinal analitico (ASTURIAS-ARRIBAS et al., 2013). O
desenvolvimento de um biossensor depende do direcionamento bioldgico, das especificidades
de detecgdo de substancias e suas interagdes, de modo que podem ser empregados, na superficie
desses transdutores, anticorpos, DNA, enzimas, organelas, entre outros elementos de
biorreconhecimento (GRIEP, 2018).

As enzimas, como proteinas responsaveis pela catalise das mais variadas reagdes
biologicas, sio mencionadas por Aragjo et al. (2016) como biomoléculas mais notaveis no que
se refere a sensibilidade para detec¢do de substancias poluentes. Grande enfoque tem sido dado
aos biossensores voltados para a inibi¢cdo da enzima AChE, devido a sua especificidade e poder
catalitico, sendo material bioldgico promissor na montagem desses dispositivos. Muitos
biossensores a base de AChE sdo propostos para deteccdo de inseticidas OFs com alta
sensibilidade e rapidez analitica (KUMAR et al., 2019; BIN et al., 2018; SOUTO, 2016;
SILVA, 2016).

O processo de funcionamento dos biossensores eletroquimicos a base de AChE da-se
pelo monitoramento da atividade catalitica da enzima, ao hidrolisar seu substrato, a
acetiltiocolina (ATCh), que produz um pico equivalente a oxidagao da tiocolina (TCh). Assim,
em contato com inseticidas, dependendo da concentragdo destes e do tempo de incubagdo,
ocorrera a inibigdo irreversivel da enzima, resultando na diminui¢do de resposta da producdo
de TCh. O pico de oxidacdo torna-se, assim, um marcador eletroanalitico para tal detecgdo, e
pode ser monitorado através de técnicas eletroquimicas como Voltametria Ciclica (VC),
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) ou Cronoamperometria (CA) (CHAE, et al., 2018;
JIANG et al., 2018; SOUTO, 2016; SILVA, 2016; NUNES, 2014).

Para garantir melhores condi¢cdes de funcionamento dos biossensores e maior
sensibilidade, ha certa variedade quanto ao método de imobilizacdo da AChE na superficie do
eletrodo de trabalho (BIN et al., 2018). A incorporacao de mediadores eletroquimicos facilita
também a transferéncia de elétrons para o transdutor, modificando de forma crucial a resposta

do biossensor (IVANOV et al., 2019). O uso de mediadores eletroquimicos tem garantido o
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melhoramento significativo na versatilidade de construcdo dos sistemas biossensores (RUEDA,
2016). Entre os mediadores eletroquimicos mais usados, destacam-se ftalocianina de cobalto
(CoPC), tetracianoquinodimetano (TCNQ), Azul de Meldola (MB), entre outros. Com adigo
destes e a enzima incorporada ao eletrodo de trabalho, o potencial de trabalho passou entdo a
ser em funcdo deste mediador e ndo mais dos substratos empregados ou dos reagentes gerados
no meio reacional (TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-ARDAKANI, 2014).

Conforme Rueda et al. (2016), os mediadores participam do processo de geracdo de
corrente elétrica, uma vez que, no decorrer da hidroélise enzimdtica do substrato, o produto da
reacdo (a colina ou tiocolina) ¢ reduzido, enquanto o mediador é oxidado, gerando corrente
elétrica, que € transportada e detectada através do potenciostato. A Figura 3 mostra um tipo de
sensor fabricado a partir do processo de serigrafia, no qual se pode ver os trés eletrodos e a
presenca do mediador eletroquimico no eletrodo de trabalho. Esse tipo de sensor serd

empregado no presente estudo.
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Figura 3. Componentes do eletrodo serigrafado e interagdo de mediador eletroquimico
Fonte: Autor (2021).
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Diversos mecanismos de imobilizacdo da enzima tém sido explorados na producao de
biossensores eletroquimicos, desde os mais antigos, como a sua fixagdo em membranas de
nylon (KAREY; SIRBASKU, 1989) e os processos adsortivos, (MOYO; OKONKWO;
AGYEI 2012); como os mais atuais, baseados em ligagdo cruzada com glutaraldeido (SOUTO,
2016; SILVA, 2016); fotopolimeriza¢do em rede polimérica, como as formadas de grupamentos
polivinilicos (EL-MOGHAZY et al., 2016; BECKER, 2019), entre outros.

A aplicacdo de biossensores eletroquimicos t€ém sido ainda uma alternativa promissora
na deteccdo de OFs pela inibicdo da AChE, em amostras de agua (PEREIRA, 2013; SOUTO,
2016) e alimentos (DRAGUNSKI, 2007; PEREIRA, 2013; CAMARGO, 2017).

3.3 A Enzima Acetilcolinesterase

Classificada como serina hidrolase, a glicoproteina acetilcolinesterase (AChE) ¢
pertencente a familia das colinesterases e esta presente em hemacias e musculos estriados,
sendo responsavel pela finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses
colinérgicas pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Através deste
neurotransmissor, ocorre a contracdo dos musculos lisos, dilatacdo dos vasos sanguineos, bem
como a regulacdo da taxa de batimentos cardiacos. Além disso, a AChE também esta
relacionado as sinapses ligadas ao controle motor, a memoria e a cogni¢do (VIEIRA, 2010;
SANTOS, 2017; SAKATA, 2018).

A alteragdo anormal da atividade da AChE, como a ag@o inibitéria por um
anticolinesterasico, como por exemplo um pesticida OF, pode levar ao acimulo de acetilcolina
(ACh) na fenda sinaptica, resultando em distirbios na neurotransmissdo, que estd relacionada
as patogéneses neurodegenerativa (JIANG et al., 2018; IVANOV et al., 2019).

De acordo com Santos (2017), a enzima AChE ¢ o mais importante neurotransmissor
dos insetos, o que possibilita a interrup¢do imediata na atividade bioldgica quando em contato
com os inibidores. A reagao de catalise enzimatica do neurotransmissor acetilcolina (ACh) pela
enzima AChE, bem como a sintese de ACh através da enzima colina acetiltransferase, sdo
elucidados através da Figura 4. A interrup¢do na atividade da AChE com consequente acimulo
do neurotransmissor, provoca as reagdes no organismo, como tremores e até o coma, que

caracteriza a intoxicacdo. (ARAUJO et al., 2016).
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Figura 4. Reagoes para sintese (A) ¢ (B) hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh)
Fonte: Autor (2021), adaptado de Rodrigues (2018).

3.3.1 Cinética enzimatica

O mecanismo da atividade de uma enzima é compreendido pela velocidade de reagao;
assim, a resposta expressa pela enzima quando ocorrem modificagdes em pardmetros
experimentais, pode ser estudada pelo postulado estabelecido por Michaelis- Menten, baseado
na interferéncia causada pela concentracao de substrato durante a reagdo (SGOBBI, 2012).

Por definicdo, ha uma relagdo entre a taxa de reagdo e a concentra¢do de substrato,
quando ¢ fixada uma determinada a concentragdo de enzima. Conforme a equagdo 1, Vo € a
velocidade inicial em que € processada a reagdo; quando todos os sitios ativos da enzima sio
preenchidos pelo substrato, tem-se a velocidade maxima da reacdo (Vmax); [S] corresponde a
concentracdo de substrato e Ky refere-se a constante de Michaelis-Menten, definida como a
concentracdo na qual a velocidade da reacdo corresponde a metade de Vmax. (NELSON; COX,

2014).

VO — Vimax [S]

Koy +[5] (Equagao 1)

O comportamento grafico da reacdo tem perfil exponencial, haja visto que em baixas

concentragdes de substrato a taxa de reacdo, medida em velocidade, tende a ter acréscimo linear.
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Mediante o aumento da concentragdo ocorre a saturacao de sitios ativos, e nesse ponto, héd a
estabilidade na velocidade de reagdao, como mostra Figura SA, bem como a Figura 5B mostra
uma representagdo grafica de duplo reciproco (NELSON; COX 2014). Uma representagdo 1/V
versus 1/S, simplifica a equagdo de Michaelis-Menten, conhecida como equagdo de
Lineweaver-Burk (Equacdo 2), ajuda a entender o processo de inibicdo enzimatica e calcular

constante de inibi¢do (Ki). Algebricamente, o grafico de Lineweaver-Burk possui perfil linear

. e e e . 1
como observado na Figura 5B, cuja inclinacdo da reta corresponde a no eixo - e
max 0
. N 1 . 1
intersecdo de — — no eixo —.
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Figura 5. Grafico de Michaelis- Menten (A) e (B) Lineweaver-Burk
Fonte: Autor (2021).

3.3.2 Inibi¢ao enzimatica

Como apresentado anteriormente, algumas substancias sdo capazes de inibir parcial ou
totalmente a atividade das enzimas. A inibi¢do enzimatica pode ser mensurada por alguns
fatores decorrentes do equilibrio de reag@o entre a enzima e o inibidor. Nesse sentido, existe a
inibi¢do reversivel, mista e irreversivel. A inibi¢cdo reversivel pode ser classificada ainda como
competitiva, incompetitiva ¢ ndo competitiva. A inibi¢ao irreversivel é assim denominada
devido a interagao que os inibidores sdo capazes de fornecer ao sitio ativo da enzima; em alguns

casos ha ligagdo covalente, comprometendo por completo a atividade catalitica. Tal inibicao
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também ¢ considerada progressiva, pois tende a potencializar o nivel de inibi¢do com o decorrer
do tempo de reacdo (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Ademais, das interagdes decorrentes do processo de inibi¢ao enzimatica hd a constante
de inibic¢ao (Ki), que reflete no grau de inibi¢do entre envolvidos na reagdo, ou seja, inibidor e
enzima inibida. A constante de inibicao Ki ¢ diretamente comparéavel a constante Ky, pois, um

inibidor com alta afinidade liga-se com maior facilidade a enzima, e por tanto, possui

capacidade inibitdria elevada. A Equacgdo 3 expressa a relacdo matemadtica entre Ki e &, em

relagdo a concentragdo de inibidor; onde & ¢ determinado através da diferenga entre os valores

de Km na auséncia e em presenca de inibidor (Equacdo 2); enquanto [I] corresponde a

concentrac¢do do inibidor (SGOBBI, 2012; NELSON; COX 2014).

1]

a=1+ —
Ki

(Equacao 3)
3.3.3 M¢étodo de Ellman

A fim de ser determinada a atividade da acetilcolinesterase, foi proposto o método
espectrofotométrico por Ellman e colaboradores (1961), fazendo-se uso da lei de Lambert-
Beer. A atividade enzimatica ¢ computada pela absorbancia gerada a partir da reacdo de catélise,
em que ha o rompimento de ligagdo da molécula acetiltiocolina (substrato), com formagao da
colina. A presenca do enxofre desemparelhado nesta molécula, apds a catalise, garante o ataque
a outra substancia que obrigatoriamente deve estar no meio reacional, o 4cido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico), (DTNB). Com a consequente produ¢do de uma nova molécula que absorve luz
no comprimento de onda de 412 nm (ARAUIJO et al., 2016).

A Figura 6 demonstra o esquema para o método descrito, sendo este fundamental por
possibilitar a determinacao de pardmetros para as condigdes experimentais, tais como a
atividade especifica da enzima, a faixa de concentra¢do do substrato, aluidas as demais
condi¢des cinéticas envolvidas na reagdo, abrindo possibilidade também de avaliacdo da

reducdo da atividade enzimatica, quando em presenga de inibidores.
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Figura 6. Esquema para reacdo proposta pelo método de Ellman et al. (1961).
Fonte: Adaptado de Barboza et al. (2010).

O emprego de tais métodos apresentados corroboram para determinagdo da atividade
enzimatica, bem como sobre funcionamento de biossensores a base de AChE. Além disso, foi
realizado levantamento dos polos de producao agricola da Ilha do Maranhao, regido da Pré-
Amazonia, em que foi efetuado o presente estudo através do monitoramento de pesticidas na

atmosfera.

3.4 Os Polos de Producio Agricola na Ilha do Maranhio e o Monitoramento de
Pesticidas por Drones

Conforme Braga e Carneiro (2019), atualmente hd cerca de 51 polos de producao
agricola, predominando a agricultura familiar de hortalicas, que abastecem os mercados e
feiras dos municipios que compde a Ilha do Maranhdo. Em trabalho recente, Gomes e
colaboradores (2018), ao tracarem o perfil socioespacial da comercializacdo de horticolas na
Ilha, revelaram que 31 % dos produtores locais declararam fazer o uso de agrotoxicos para
prote¢do das lavouras. Ainda, dentre a quantidade de produtores entrevistados, ¢ consideravel

o numero de agricultores que ndo recebem assisténcia técnica. Ressalta-se que ndo ha como
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determinar precisamente se tais produtores rurais estdo seguindo protocolo de manuseio de
defensivos agricolas, assegurando a protegcao de possiveis danos por intoxicagdo (GOMES et
al, 2018).

Com a abrangéncia de polos agricolas ¢ a diversificacdo nos meios de produgdo, ndo ha
verificacao do controle efetivo quanto a utilizacdo e manipulacdo de pesticidas em todo
Estado. Marques (2017) revela através de pesquisa que houve o aumento de 166% na venda
de insumos, resultando na urgéncia para a gestao eficaz no comércio dessas substancias.

Até o momento, no Brasil, ndo se tem registro de trabalhos incluindo monitoramento de
residuos de pesticidas na atmosfera, facilitado por drones. Usualmente chamados como
drones, os veiculos aéreos nao tripulados (do inglés UAVs) t€ém despertado interesse no que
se refere ao vasto campo de aplicacdo. Conforme Erdelj et al., (2017), essas aplicagdes vao
desde questdes politicas, como a vigilancia de fronteiras, missdes de busca e resgate, ao
monitoramento ambiental, incluindo em situagdes de desastres, acidentes ambientais. A
funcionalidade dos drones também esté relacionada ao baixo custo de manutengao e aquisigao,
dependo da robustez do equipamento, haja visto o potencial de utilidades proporcionado.

Existem diversos tipos de sensores que podem estar a bordo dos UAVs, embora as
cameras sejam consideradas sensores passivos, sendo frequentemente utilizadas em
monitoramentos aéreos. S@o considerados sensores ativos os leitores a laser, os pares de
transmissor-receptor ultrassonicos, entre outros. Tais sensores precisam ter interface de facil
acesso, bem como fornecerem qualidade e satisfazerem os requisitos do monitoramento alvo.
(YANMAZ et al., 2018).

Guimaraes et al. (2019) desenvolveram um sistema de monitoramento na regido urbana
da Amazonica Central, mais precisamente na cidade de Manaus, em que foi utilizado um
sensor quimico para detec¢do de ozénio, adquirido comercialmente e acoplado ao UAV, para
estabelecer perfil noturno da concentragdo desta substincia e a relacdo com a estacdo chuvosa

na regiao.

4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério do Nucleo de Analises em Residuos
de pesticidas (NARP) do Departamento de Tecnologia Quimica da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA).
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4.1 Reagentes e Solucgoes

A enzima acetilcolinesterase (AChE) extraida de enguia elétrica (eel)- (EC 3.1.1.7), o
substrato cloreto de acetiltiocolina (ATChCI), os reagentes 5,5-ditiobis(2-acidonitrobenzdico)
(DTNB), glutaraldeido, soroalbumina bovina (BSA), cloreto de potassio (KCl), além dos
principios ativos ultrapuros dos inseticida OFs clorpirifos (99%), fenitrotion (97%), malation
(99%) e temefos (98%). foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis, MO).
Hidroxietilcelulose (HEC) foi obtida da Aldrich Co. (Steinheim, Alemanha). Para as dilui¢des
dos padrdes de pesticidas, foi utilizado metanol grau HPLC (Merck).

A partir dos reagentes KH2PO4 e NaOH, ambos obtidos da Merck, foram preparadas as
solugdes em concentragdo de 0,1 mol L™, e, também, foi preparada uma solu¢do tampio fosfato
(PBS, pH 7.2). A partir dessa solugdo, foram preparadas as solugdes de DTNB 1,0 mmol L' e
do substrato cloreto de acetiltiocolina (ATCh) 10 mmol L', sendo estas preparadas
imediatamente antes de cada ensaio espectrofotométrico ou amperométrico.

Para preparo da solugdo estoque da enzima, houve dilui¢do da AChE (0,65 mg U™") em
solugdo de NaCl (Merck) a 0,9% (m/v). A partir desta, solucdes de trabalho foram preparadas
por diluicdo em PBS (pH 7,2).

4.2 Equipamentos e Acessorios

Para medidas eletroquimicas, foi utilizado um potenciostato/galvanostato Micro-
AUTOLAB Tipo III (Methrom, Paises Baixos), acoplado a um computador contendo o
software GPES. Para as medidas espectrofotométricas, empregou-se o espectrofotdmetro
UV/Vis (Biospectro SSP-220, Madison, EUA), sendo que as medidas foram feitas em cubeta
de quarzto. Utilizou-se também vortex e micropipetas automaticas Eppendorf®, com
capacidades variando de 0,1-10 pL, 1- 100 pL e 10-1000 pL.

Para medidas atmosféricas foi empregado o drone modelo Syma X8PRO adquirido pelo
grupo Nucleo de Anélises em Residuos de Pesticidas - NARP/UFMA, com controle remoto e
duas baterias, acoplado a um smartphone, para controle piloto e registro de dados através dos

aplicativos syma fly e uav forecast.
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4.3 Preparo do Biossensor

43.1 Preparo do sensor base

O sensor serigrafado utilizado para preparar o biossensor possuia base de PVC
transparente. Tal sensor-base foi preparado mediante a impressdo em maquina de serigrafia
semiautomatica (modelo DEK 248), com dimensdes de 5 x 1,5 mm. Constituido de trés
eletrodos: eletrodo de trabalho, a base de grafite contendo o mediador eletroquimico; o auxiliar,
formado mediante deposi¢ao da pasta de grafite, e o pseudo eletrodo de referéncia, preparado
pela deposicdo da pasta de Ag/AgCl (Figura AS, Anexo 1). A fabricag@o desses sensores ¢ um
processo bem conhecido e tem sido amplamente reportado na literatura (BECKER, 2019 apud

HAYAT; MARTY, 2014).

432 Imobiliza¢do enzimatica

Para imobilizacdo da enzima por ligagdo cruzada com glutaraldeido, seguiu-se a
metodologia descrita por Souto (2016). Foi preparada uma pasta enzimatica conforme consta
na Tabela 2, a partir de uma mistura inicial contendo 20 mg de grafite e 20uL de
hidroetilcelulose (HEC) 3% (m/v). Apos a adicdo sequencial dos reagentes, procedeu-se a

homogeneizagao em vortex a 5000 rpm por 10s.

Tabela 2. Reagentes e propor¢des obtidas para preparo da pasta enzimatica utilizada no preparo

do biossensor

Reagente adicionado na

mistura grafite/ HEC Volume (nL) Proporciao obtida
Solugdo de trabalho da AChE' 18 9mU/g da pasta
Glutaraldeido 25 % (m/v) 12 16,5 % (m/v)
BSA? 3.2 % (m/v) 2 2,8 % (m/m)

AChE'": Acetilcolinesterase; BSAZ: soroalbumina bovina

Em seguida, foram depositados manualmente, com auxilio de uma micropipeta para
liquidos viscosos, 3 uL dessa mistura na superficie do eletrodo de trabalho (ET), dos seguintes

sensores serigrafados: 1) ET de grafite sem mediador eletroquimico; 2) ET de grafite contendo
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o mediador ftalocianina de cobalto (CoPC); 3) ET de grafite contendo o mediador azul de
Meldola combinado com sal Reinecken com prensagem de 1 camada (MBRS 1X); e 4) ET de
grafite contendo o mediador azul de Meldola combinado com sal Reinecken com prensagem 2
camadas (MBRS 2X). Tais sensores foram previamente testados por voltametria ciclica e de
pulso diferencial, a fim de averiguar as interacdes eletroquimicas tanto com o eletrdlito de
suporte, quanto a adi¢do de substrato. Apds preparo, os biossensores foram levados a
refrigeracdo a 4 °C por um periodo de 24 h, para garantir a fixacdo e conservagdo da atividade

da enzima aprisionada no eletrodo de trabalho (Mendonga et al, 2012; Nunes et al, 2001).

4.4 Cinética Enzimatica na Auséncia e Presenca de Inibidor

Inicialmente, o processo consistiu na avaliagdo espectrofométrica da atividade catalitica
da enzima AChE, mediante método de Ellman et al. (1961), modificado por Nunes et al. (2014).
A absorbancia foi monitorada por 3 min de reagdo. Os seguintes parametros operacionais foram
fixados: concentracio de substrato (ATCh) com faixa de 0,5 a 4,0 mmolL'; pH 7,2 com tamp3o
PBS 0,1 molL"!; concentragdo de DTNB de 1,0 mmolL™!, e volume total para cada ensaio na
cubeta de quartzo, de 500uL, correspondendo a 243uL de tampao PBS, 125 uLL de DTNB e 32
uL da solugdo de trabalho de AChE.

Assim, os valores de absorbancia obtidos foram tomados para calculo das concentracdes
referentes ao produto formado, empregando-se a equacao da Lei de Beer (PEREIRA, 2013).

Para definir as unidades existentes na solucao de trabalho da enzima, ou seja, a atividade
especifica da enzima, foi multiplicado pelo fator de 500, referente ao volume total de S00uL na
cubeta em cada ensaio, e depois dividido por 10° pL referente a grandeza do volume utilizado
(pL). O valor obtido em unidades de pmol foi entdo divido por 3, pois a cinética foi
desenvolvida em 3 min de reacdo enzimatica, para entdo obter a velocidade de reagdo expressa
em pmol min™!, que equivale a unidade (U) da enzima.

Para o ensaio espectrofotométrico de inibicdo enzimatica, foram tomados os volumes
de 50 pL de solucdo dos padrdes de pesticidas diluidos em metanol, seguido com incremento
no volume de solucdo tampdo, a fim de manter o volume total da cubeta (500uL). A
concentragio usada foi de 10 mg L', para cada um dos pesticidas OFs (clorpirifos, fenitrotion,
malation e temef6s). Individualmente foram realizados os testes de inibicdo mediante o
incremento da concentracdo de substrato. Os experimentos foram realizados em triplicata

(SOUTO, 2016).
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4.5 Medidas Eletroquimicas

Inicialmente, as medidas eletroquimicas empregando os sensores e biossensores foram
realizadas por Voltametria Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial ¢ Cronoamperometria,
sempre num meio tamponado com PBS (pH 7,2) a 25 °C. O objetivo era determinar a
intensidade de corrente gerada, de acordo com o potencial de trabalho aplicado, uma vez que
este fator estd direcionado a sensibilidade do sistema. Nesta etapa, objetivou-se selecionar o
melhor mediador para o sistema. Antes das medidas cronoamperométricas, o biossensor foi
primeiramente imerso em tampao PBS por ser cerca de 10 min, para seu intumescimento
(MARQUES; YAMANAKA, 2008; NUNES et al, 2014; BECKER, 2019). Depois, a
intensidade de corrente foi registrada em fun¢@o do acréscimo de substrato ATCh em eletrélito,
tendo sido avaliado o registro em concentracdes de ATCh de 1 a 4 mmol L, de forma a

selecionar a concentragdo ideal de substrato.

4.6 Ensaio Eletroquimico de Inibicdo com os Pesticidas OFs

4.6.1 Construcao das curvas de inibi¢ao

Uma vez estabelecido o melhor mediador e uma linha de base estavel com concentragao
de substrato definida, a intensidade de corrente em estado estacionario foi registrada (Io).
Depois, o biossensor foi imerso em solucdo do pesticida de concentracdo conhecida,
permanecendo sob incubacdo por 10 min. Apos enxague com tampao PBS, nova intensidade
de corrente foi registrada (I) em presenga de substrato. Posteriormente, foram construidas
curvas de inibi¢ao do tipo inibicdo relativa (%) versus concentragdo de pesticida. O percentual

de inibi¢ao relativa foi calculado mediante a equagdo a seguir (PEREIRA, 2013).

%IR = 101—1 x 100 (Equagdo 4)
0

A diferenca entre a corrente gerada na auséncia e na presenga de inseticida
organofosforado foi calculada, sendo que os ensaios foram realizados em diferentes
concentragdes dos pesticidas clorpirifos (0,006 a 5 pug L), fenitrotion (0,006 a 10 pug L),
malation (0,006 a 20 pg L) e temefés (0,006 a 2 pg L1).
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4.6.2 Ensaio de inibigdo em ambiente atmosférico artificial

Com o objetivo de produzir o ar atmosférico contendo residuos do pesticida, foi
realizada uma simulagdo da atmosfera, conforme adigdes sucessivas de névoas borrifadas de
ImL de solugdo do pesticida, a um recipiente de volume conhecido seguido de insuflamento de
ar, simulando a corrente atmosférica. O recipiente consistiu em um container feito de plastico
rigido, com cerca de 20,387 L de volume, tendo na sua parte inferior acoplado um secador, de
forma a simular correntes de ar, & temperatura ambiente. O fluxo da corrente de ar era
descendente, tendo sido controlada, durante o processo de formacao de névoa, a concentragdo
do pesticida, em mg cm™. Para tanto, a solucdo estoque do pesticida foi diluida em agua
deionizada, de forma a tornar o ambiente ainda mais aproximado da realidade, e borrifada
através de um orificio situado na parte superior central do container, € com o biossensor
previamente instalado em seu interior, em altura mediana (Figura 7). As curvas analiticas para
cada pesticida foram construidas conforme acréscimo no volume borrifado (acréscimo de 1 mL
a0 container) no recipiente, a uma concentragio de 0,5 mg L!. Entre um ensaio de inibigdo e

outro, o container era lavado com solu¢do de Extran alcalino a 10% (v/v) e deixado secar ao ar.

Figura 7. Esquema de simulagao da aplicagao de pesticida em atmosfera controlada
Fonte: Autor (2020).
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4.6.3 Repetibilidade das medidas: estabilidade dos biossensores

Para avaliar a repetibilidade, foram testados oito biossensores preparados em diferentes
dias, tendo sido realizadas as medidas cronoamperométricas sob mesmas condi¢des
experimentais. A precisdo do biossensor foi avaliada a partir de cartas de controle estatistico,
observando-se os limites de adverténcia e agdo (superiores e inferiores). Para o célculo de tais
limites, foram empregados os valores das médias (x) e desvios padrdo (o) para cada medida,
de forma que, o limite de adverténcia foi determinado por X + 2¢ e o limite de agdo, por X +
30 (OLIVEIRA, 2013).

Para testar a estabilidade do sinal de corrente em presenga de substrato, um biossensor
foi avaliado em diferentes dias durante um periodo de 13 semanas, sob mesmas condic¢des
experimentais, a fim de assegurar a confiabilidade estatistica. As médias de corrente obtidas
diariamente por cronoamperometria, foram avaliadas também a partir de carta de controle,

observando os limites de adverténcia ¢ acao.

4.7 Monitoramento de Residuos de Pesticidas nas Atmosferas de Regides Agricolas

O acondicionamento dos biossensores até os locais onde foram realizadas as inibi¢oes
na atmosfera foi feito em caixa térmica. Antes das medidas em campo, ou seja, no local onde
ha plantagdes de hortalicas, foram realizadas medidas de corrente do biossensor em presenca
do substrato. No campo, dois biossensores foram acoplados ao drone em lados opostos, com
uso de uma fita dupla face resistente (Figura A6, Anexo 1). O drone foi ajustado ao smartphone
e feito o procedimento de calibragdo antes do sobrevoo, para conexdo com o GPS do dispositivo
(Tabela B1, Anexo B). Apds a planificagdo do drone por 5 min a uma altitude de
aproximadamente 50 m ao redor do ponto de plantio (Figura A7, Anexo 1), os biossensores
novamente foram transportados em caixa térmica e foi medido o novo sinal de corrente, por
CA, bem como determinado o percentual de inibicdo. A inibi¢do relativa (IR) percentual, foi

determinada conforme descrito anteriormente.

4.8 Tratamento dos Dados

A comparagao de médias, quando pertinente, foi feita a partir do teste t de Student nao

empareado, em um nivel de 95% de probabilidade (CALLEGARI-JACQUES, 2009). Os
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graficos apresentados foram gerados mediante software Excel (versdo 2011 — 64 bits) e

Origin8.5 (64 bits).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cinética Enzimatica

Nessa primeira etapa do trabalho, foi feita uma avalia¢do cinética de atividade da enzima
AChE, e estudados os fatores que influenciam na velocidade da reagdo catalisada por esta. A
Tabela 3 apresenta as concentragdes do produto da reagao, bem como sua respectiva velocidade,
apods incrementos sucessivos da concentracao do substrato (acetiltiocolina, ATCh) em solug¢ao.
As medidas foram realizadas contra um branco, correspondente ao tampao PBS (pH 7,2), na

auséncia do substrato de da enzima.

Tabela 3. Valores obtidos pelo método de Ellman para atividade enzimatica da AChE

[ATCh]/  Absorbancia/ Concentracao / Velocidade/

pmol L! 2=412 nm pmol L! pmol min!
500 0,188 13,8 6,90 x 10
750 0,255 18,7 9,40 x 10
1000 0,295 21,7 1,09 x 10
2000 0,388 28,5 1,43 x 102
2500 0,402 29,6 1,48 x 102
3000 0,435 32,0 1,60 x 102
4000 0,439 32,3 1,62 x 10

ATCh = acetiltiocolina.

Como esperado, com o aumento gradativo na concentracdo do substrato, ocorreu o
aumento proporcional da velocidade de reagdio, até a concentracdo de 3000 pumol L' de
substrato ATCh, ponto em que ocorreu saturagdo dos sitios enzimaticos e estabilizacdo de

resposta (Figura 8).
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Figura 8. Cinética da reacao de hidrolise de acetiltiocolina (ATCh), catalisada pela enzima

acetilcolinesterase (AChE).

Por ter configuragdo de hipérbole retangular, o perfil da atividade enzimatica descrito
por Michaelis-Menten, descreve um acréscimo linear na velocidade da reacdo em baixas
concentragdes de substrato (VASQUEZ, 2017). A atividade catalitica indica as etapas do
processo de hidrolise enzimatica na formagao do produto tiocolina, nas quais as concentragdes
iniciais de substrato configuram a etapa pré-estaciondria da reagdo, como observado nos valores
de absorbancias obtidos (Tabela 3). Com o aumento da concentragdo de substrato, tem-se a
etapa estacionaria que indica a saturagdo referente a limitagdo de sitios catalitico ativos da
enzima, ¢ como conseguinte, estabilidade na velocidade da catélise enzimatica (NELSON;
COX, 2014; LIMA et al., 2006).

Assim, seguiu-se o modelo de linearizagdo Lineweaver-Burk para cinética de enzimas,
que obedecem ao modelo Michaelis-Menten, que exibem o inverso da velocidade (1/V) versus
o inverso da concentracdo de substrato (1/[S]). O objetivo dessa representacao, a qual emprega
a equacdo 2 (pagina 25) para realizagdo dos célculos dos pontos da ordenada, ¢ determinar os
parametros cinéticos mais importantes, tais como a constante de Mikaelis-Menten (Km) e a
velocidade maxima (Vmax), bem como definir o mecanismo de inibicdo enzimatica. O duplo
reciproco, como também ¢é definida tal representacdo, produz assim, uma linha reta que tem
inclinacdo de Km/Vmax no eixo 1/Vy e uma intersec¢do de —1/Km no eixo 1/[S] (Figura 9)

(NELSON; COX, 2014; LEHNINGER, 1989).
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Figura 9. Representagdo de Lineweaver-Burk para a hidrélise de acetiltiocolina (ATCh) pela

enzima acetilcolinesterase (AChE).

Vale ressaltar que mediante as condigdes experimentais, em geral os pardmetros
cinéticos das enzimas podem variar bastante; entretanto, a enzima acetilcolinesterase ¢
indiscutivelmente a que possui maior velocidade de catalise existente, quando comparada com
outras enzimas (NEVES, 2015).

Os parametros cinéticos para a enzima AChE comercial, extraida da enguia elétrica,

utilizada nesse trabalho, foram determinados apds a regressao linear (Tabela 4).

Tabela 4. Parimetros cinéticos para a reagdo catalisada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE)

Faixa de [ATCh] Kwm Vmax
(mmol L) (mmol L'min") (wmol min)
0,5-4 0,9975 0,02118

[ATCh] = concentragdo de acetiltiocolina (substrato); Ky = constante de Mikaelis-Menten;

Vmax = velocidade maxima.

Segundo Campos (2018), o valor para constante de Michaelis-Menten (Km) indica a
afinidade entre a enzima e o substrato (afinidade E-S), sendo que quanto menor for esse valor,
maior tal afinidade. A velocidade maxima (Vmax), por sua vez, indica a capacidade catalitica da

enzima. Lehninger (1989) afirma que valor de Ky préximo ao valor final da concentragdo de
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substrato usada experimentalmente revela excelente interagdo E-S. No presente estudo, foi
obtido um valor de Km que indica elevada capacidade de acoplamento E-S, por ocasido da
reacdo catalitica; isso € particularmente importante, uma vez que essa afinidade serd exigida,
por ocasido da constru¢ao dos biossensores, que operam mediante medidas de intensidade da
corrente gerada durante a reacdo enzimadtica. Dessa forma, a corrente inicial sera proporcional
a concentracdo do substrato, mas também depende da formagdo inicial do complexo
intermediario E-S (Figura 4 — pagina 26). Isso torna adequada a enzima selecionada para o

presente estudo.

5.2 Potencial Inibidor dos Inseticidas OFs Selecionados

O potencial inibitério dos quatro pesticidas organofosforados (OFs) foi avaliado
espectrofotometricamente, a fim de se verificar qual(is) molécula(s) exerceria(m) maior
influéncia no impedimento da catalise enzimética (Figura 10). Ora, ¢ sabido que os inseticidas
organofosforados sdo capazes de inibir irreversivelmente a enzima AChE, e tal inibi¢do ¢
proporcional a capacidade que o composto tem de mimetizar a molécula do substrato e forma

um complexo estavel com a enzima, no lugar deste. (PUNDIR, 2012; SGOBBI, 2012).
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Figura 10. Representacdo de Lineweaver-Burk para a hidrolise do substrato acetiltiocolina
(ATCh) pela enzima acetilcolinesterase (AChE), em presenca dos inibidores (inseticidas
organofosforados).
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De acordo com o grafico do duplo reciproco (Figura 10), construido na presenca dos
inibidores, as inclinagdes das retas aumentaram, haja vista que, como era esperado, as
velocidades de reacdo diminuiram. Aplicando-se a Equagdo 3 (pagina 28), foi possivel
determinar os valores das constantes de inibi¢ao (Ki) para cada pesticida. A Tabela 5 apresenta
os valores de Ki, com os respectivos tipos de inibi¢cdo enzimatica, para um dos OFs, quando

testados em uma concentragdo de 10 mg L.

Tabela 5. Pardmetros cinéticos obtidos durante a hidrélise do substrato acetiltiocolina (ATCh)

pela enzima acetilcolinesterase (AChE), na auséncia e na presenga dos inibidores

(il:si:tii‘i;’;a Km Velocidade Ki
OF) (mmol L'min")  (umol min!)  (umol L)
Nenhum 0,9974 0,02118 -
Clorpirifos 1,975 0,094 29,06
Malation 3,740 0,0353 10,98
Temefos 1,822 0,0226 51,77
Fenitrotion 1,123 0,01132 342,85

Observou-se que os pesticidas clorpirifos, malation e temefos exibiram comportamentos
similares entre si, no tocante as inclinagdes das retas, gerando valores de Ki relativamente
préximos, em comparacdo com o fenitrotion. Em contrapartida, a inibi¢do por fenitrotion
resultou no aumento da inclinagdo da reta refletindo na diminui¢do de Vmax, bem como
apresentando maior valor de Ki (NELSON; COX, 2014; CHEN et at., 2017).

Devido a estrutura molecular dos OFs em questdo, estes, ao inibirem a enzima AChE,
atacam especificamente a hidroxila serina ativa (em azul - Figura 11), covalentemente ligando
o enxofre presente em sua estrutura ao oxigénio do aminoacido serina. Isso resulta na
impossibilidade da catalise enzimatica, e o efeito em geral ¢ irreversivel (KRATKY etal., 2015;
TOPAL et al., 2016). Nesse ponto, ocorre entdo um fendmeno denominado envelhecimento da
enzima (Figura 11), processo relativamente rapido que justifica a inibi¢ao irreversivel da AChE
por parte dos OFs. Tal processo consiste na desalquilagdo do organofosforado, que perde a
cadeia carbonica correspondente, gerando outra interagdo quimica por ligagdo de hidrogénio

entre o residuo da histidina da triade catalitica protonado e o 4&tomo de oxigénio do inibidor. A
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inibi¢do da enzima AChE por inseticidas OFs pode ocorrer em até cem por cento, devido a
progressividade da reagdo, que € autocatalitica, ou seja, com o passar do tempo, pode ocorrer

inativacao total e irreversivel da enzima (CAVALCANTE, et al., 2016).
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Figura 11. Processo de inibigdo irreversivel da enzima acetilcolenesterae (AChE) pelo
composto organofosforado (OF).
Fonte: Autor (2021) Adaptado de Cavalcante et al., (2016).

5.3 Caracterizaciao do Biossensor

5.3.1Comportamento eletroquimico dos mediadores

A voltametria ¢ o método eletroanalitico que permite avaliar interagdes quimicas entre
a superficie do eletrodo de trabalho e a solucdo adjacente a essa superficie, pela medida da
intensidade de corrente elétrica, como afirma Pacheco et al., (2013). Nessa etapa do trabalho, a
fim de avaliar o perfil voltamétrico dos mediadores previamente depositados nos sensores
serigrafados, foram testados sensores de grafite ndo modificados e também modificados com
os mediadores ftalocianina de cobalto (CoPC) e azul de Meldola combinado com sal de
Reinecken (MBRS) (1 camada e 2 camadas). O eletrolito de suporte utilizado foi tampao PBS
(pH 7,2). A Figura 12 apresenta o perfil voltamétrico para os sensores, na auséncia (A) e na

presencga da enzima AChE (B).
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Figura 12. Voltamogramas ciclicos referentes aos sensores (A) e biossensores (B) com os
respectivos mediadores eletroquimicos. Condi¢des operacionais: tempo de estabilizagdo: 3 s;
velocidade de varredura: 50mVs™!; nimero de scans: 10; faixa de potencial de -0,8 a 0,8 V.
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Sobre os valores de potencial para corrente de pico referente a oxida¢do desses
compostos, ¢ reportado na literatura que o mediador CoPC possui pico em torno de 0,4V
(REDDY, 2020), enquanto para o MBRS este valor ¢ de aproximadamente 0,0V (BUCUR et
al., 2018; LIMA et al, 2006). Nas condi¢des operacionais do presente trabalho, tal resposta foi
evidente para o mediador CoPC.

E perceptivel na Figura 12 (A) a ocorréncia dos picos de oxidagdo para o sensor
contendo o mediador azul de Meldola, preparado pela deposi¢do, por serigrafia, tanto de uma
quando de duas camadas deste (1) e também para o sensor contendo ftalocianina de Cobalto
(2), sob as condi¢des experimentais descritas. O valor do potencial de trabalho atingido para
CoPC foi de 0,4 V, enquanto para MBRS (1 e 2 camadas), o pico de oxidagdo apareceu em
aproximadamente 0,18 V. Os voltamogramas demonstraram que, sob tais condi¢des, nao houve
reversibilidade no sistema. Ainda, os voltamogramas indicam que os mediadores influenciam
diretamente no aumento da intensidade de corrente, em comparagdo com o eletrodo ndo
modificado, devido a facilitagdo de transferéncia de elétrons provocada por estes
modificadores. A presenca do mediador ocasionou ainda a diminui¢do do potencial de trabalho,
mesmo na auséncia da enzima, e isso tem sido reportado em outros trabalhos, pois em menores
potenciais hd a diminuicdo da ac¢do de interferentes na solucdo de andlise (SOUTO, 2016;
NUNES e al, 2014; HAYAT; MARTY, 2014; NUNES et al, 2001;).

Entdo, averiguou-se a interferéncia no sinal de corrente produzido a partir do processo
de imobilizagdo da enzima AChE, para a producao dos biossensores (Figura 12 - B), visando a
avaliagdo comparativa acerca de qual mediador ofereceria melhor resposta para a atividade
catalitica em presenca do substrato ATCh. Sabe-se que, oriunda da reagdo, ha liberagdo de dois
elétrons, com consequente produgdo de corrente elétrica, que viabiliza a medida eletroquimica
(Figura 3- pagina 24) (NUNES et al, 2001; MARQUES; YAMANAKA, 2008; DONG et al.
2019).

A carga enzimatica, isto €, a quantidade de enzima incorporada ao eletrodo de trabalho,
também garante a funcionalidade do biossensor, bem como altera a sua sensibilidade.
Entretanto, faz-se necessaria a utilizagdo de menores quantidades de enzima, haja vista que,
finalizada a anélise, o biossensor podera ser descartado, em fun¢do da inibicdo irreversivel da
AChE com o inseticida OF, o que praticamente inutiliza o biossensor (MARQUES;
YAMANAKA, 2008; PEREIRA, 2013). Além disso, menor carga enzimatica implica em
menor corrente inicial (o), o que possibilita a detec¢do de OFs em niveis de tragos; em valores

de correntes de partida maiores, uma pequena variagao de corrente, ocasionada pela inibig¢ao
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com o pesticida, poderia ser confundida com o ruido do potenciostato (NUNES et al, 2014).
No presente estudo, mediante ensaios espectrofotométricos e eletroquimicos (SOUTO, 2016),
foi otimizada a carga enzimatica, em cada um dos biossensores, de 0,52 mU.

Os sensores com mediadores eletroquimicos e sem enzima também foram testados, para
avaliar a resposta destes em presenca de substrato ATCh no meio reacional. Entretanto,
conforme o esperado, ndo houve interagdo quimica desses sensores com o substrato, de modo
que ndo houve diferenca no sinal eletroquimico em presenca de ATCh, confirmando que a
resposta obtida em relacdo ao substrato foi somente da enzima AChE. Desse modo, a Figura 13
apresenta os perfis voltamétricos obtidos para os biossensores, indicando a influéncia no sinal

obtido mediante a adi¢do de ATCh ao meio reacional.
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos dos biossensores sem mediador (A) e com os mediadores
CoPC (B), azul de Meldola-sal de Reinecken com 1 camada (C) e 2 camadas (D), em meio
reacional contendo o substrato ATCh 2 mmol L*. Condi¢des operacionais: tempo de

estabilizacio: 3 s; velocidade de varredura: 50 mVs™!; nimero de scans: 10; pH 7,2 (tamponado
com PBS).
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Mesmo para eletrodo de grafite sem mediador, percebe-se que houve resposta no sinal
do biossensor, devido a simples presenca do substrato, que foi hidrolisado, gerando corrente
elétrica; no entanto, conforme o esperado, os mediadores facilitaram o processo de transferéncia
de elétrons no meio reacional, o que pode ser evidenciado pelo aumento de corrente observado
nos VCs obtidos com os biossensores contendo os mediadores (Figura 13) Isso corrobora com
os resultados obtidos em outros estudos envolvendo biossensores a base da enzima AChE
(NUNES et al, 2014; TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-ARDAKANI, 2014; DONG et al.
2019).

Nunes et al (2008) mencionam que é preferivel utilizar-se valor de potencial de trabalho
menor durante as medidas cronoamperométricas, visando a interferéncia minima por parte dos
demais componentes presentes na matriz a ser estudada. Nesse sentido, além do mediador azul
de Meldola-sal de Reinecke oferecer menor potencial de trabalho para ser avaliado em
comparagdo com CoPC, por exemplo, foi verificado em qual dos tipos de montagem do
biossensor em MBRS ofereceria maior sinal de corrente em presenga de substrato.

A voltametria ciclica tem se mostrado ser uma técnica bastante util na elucidacao do
perfil de sensores e biossensores, sendo utilizada com sucesso para extrair informagdes
qualitativas de sistemas os mais variados (Pacheco et al, 2013). No presente estudo, embora
tenha sido observado que o sinal de corrente obtido em presenca de substrato ATCh foi
perceptivelmente maior que aquele gerado somente em tampao, optou-se, como uma estratégia
confirmatoria, realizar uma analise empregando a técnica voltametria de pulso diferencial
(VPD) para os dois tipos de montagem de biossensor em MBRS, a fim de avaliar a interferéncia

no sinal de corrente em decorréncia da adi¢ao de substrato ATCh (Figura 14).

46



Grafite/MBRS 1X/AChE
164 Grafite/MBRS 2X/AChE
124
3
= g
ju—
4 .
0 .

-0,2 0,0 012 014 0,6 0,8
E vs. Ag/AgCl
Figura 14. Voltamogramas de pulso diferencial dos biossensores contendo o mediador azul de
Meldola-sal de Reinecken 1 camada (MBRS 1X) e 2 camadas (MBRS 2X em meio reacional
contendo o substrato ATCh 2 mmol L. Condigdes operacionais: tempo de estabilizagio: 5 s;

amplitude de modulagio: 50 mVs!; tempo de modulagio: 0,015s; pH 7,2 (tamponado com
PBS).

Foi observado que os biossensores a base de grafite modificado com MBRS 1X e MBRS
2X apresentaram similaridades entre si, no que se refere a proximidade em termos de potencial
obtido, viabilizando o potencial de trabalho a ser utilizado nas medidas cronoamperométricas.
O biossensor contendo MBRS 2X, apresentou intensidade no sinal da corrente de pico maior
em presenga de substrato ATCh, quando comparado com o biossensor contendo MBRS 1X.
Além disso, observou-se um claro deslocamento do pico de voltagem; assim, em presenca do
substrato, a corrente de pico para o biossensor MBRS 2X foi obtida em potencial de ~ 0,1 V,
enquanto para o MBRS 1X foi de 0,0 mV.

Numa etapa posterior, foi realizado um estudo comparativo entre o sensor MBRS 2X,
com e sem a enzima AChE, num meio contendo o par redox ferri/ferrocianeto de potéssio, por
ser tal estratégia considerada uma das mais adequadas para se avaliar a resposta de eletrodos
modificado com os mais variados materiais, desde mediadores eletroquimicos até enzimas ou
organelas (GRIEP, 2018). Utilizou-se, para essa avaliacdo, a técnica por voltametria ciclica, em

um intervalo de potencial de -0,8V a 0,8V e velocidade de varredura de 50 mV s!, a partir da
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adi¢dio do par redox a 5 mmol L}, preparado em presenga de KCI numa concentracio de 1,0

mol L' (Figura 15).
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos para o sensor de grafite modificado com azul de
Meldola-sal de Reinecken, serigrafado em duas camadas (MBRS 2X), com e sem a enzima
AChE, obtidos em presenca do par redox ferri/ferrocianeto de potassio a 5 mmol L.

Foram observados dois picos de redu¢do, em potenciais de - 0,1 V e 0,36 V, e dois de
oxidacdo, em potenciais de - 0,4 V e em 0,1 V. As correntes de pico reversiveis do par redox
para o biossensor, ou seja, para o sensor de grafite modificado com MBRS 2X e a enzima, sdao
claramente maiores que para o sensor Grafite/ MBRS 2X sem a enzima. Esse aumento na
resposta, em presenca da enzima AChE, veio demostrar que o biossensor modificado com
MBRS 2X tera a sensibilidade necesséria aos proximos ensaios envolvendo inibi¢do da enzima

pela presenca dos inseticidas OFs.

5.3.2 Comportamento eletroquimico em presenca de substrato ATCh

Nessa etapa do trabalho, foi feito um estudo objetivando selecionar a concentragdo mais
adequada de substrato ATCh para o processo de oxidag@o da tiocolina, pois esse parametro ¢
determinante, uma vez que esta relacionado com a magnitude no sinal de corrente. Assim, para
avaliar a atividade eletrocatalitica mediante a presenca de substrato, e, portanto, o desempenho

do biossensor, foi utilizada uma faixa de concentragdo de ATCh de 1 a 4 mmol L™ (Figura 16).
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Figura 16. Curva analitica para concentracao de substrato. Inserido: Voltamograma de pulso
diferencial do biossensor Grafite/MBRS 2X/ AChE em fung¢ao da variacao na concentragao de
substrato ATCh. Condig¢des operacionais: tempo de estabilizacdo: 5 s; amplitude de modulagao:
50mVs'; tempo de modulagio: 0,015s; faixa de potencial: -0,3 a 0,6V.

Como era esperado, o incremento na concentracao de substrato influenciou no aumento
da intensidade de corrente; pela Figura 16 pode-se observar que a oxidacdo da tiocolina
aumentou de forma linear até certa concentragio de substrato (2,5 mmol L). Os picos de
corrente obtidos por VPD evidenciaram a forte interacdo entre biossensor e substrato,
equivalente a transferéncia de elétrons no processo de oxidag¢do da tiocolina. Com o aumento
na concentragio de ATCh, a partir de 2,5 mmol L', verifica-se que ndo houve aumento
significativo no sinal de corrente, indicando saturacdo no sistema biossensor. Observou-se
também que a relagio linear ocorreu com concentra¢des de ATCh entre 1 € 2,5 mmol L™!, com
12 = 0,994. Dessa forma, foi fixada a concentragdo de ATCh de 2,5 mmol L para a demais
medidas cronoamperométicas, por ter sido aquela de maior resposta.

E importante destacar que a concentragdo de substrato para este tipo de anélise tende a
ser alta, uma vez que ¢ registrado este sinal inicial e as demais medidas sdo baseadas na
diminui¢ao de corrente, em presenga de inibidor (SGOBBI, 2016).

No voltamograma da Figura 16 € possivel observar também que houve dois picos de
oxidacdo, sendo que o primeiro na regido negativa sofreu maior deslocamento de potencial a

partir de -0,2V e outro mais acentuado em aproximadamente 0,1 V em presenga de substrato.

49



Para o segundo potencial houve menor deslocamento de potencial, quando comparado ao
primeiro em regido negativa (aproximadamente - 0,2V). O deslocamento de potencial deve ser
evitado, uma vez que a escolha de potencial implica diretamente na sensibilidade do biossensor
na detec¢do do inibidor (PEREIRA, 2013). Yoon et al (2014) testaram a variagdo na
concentragdo de substrato ATCh com um biossensor também serigrafado, a base da enzima
AChE, também imobilizada por ligagdo cruzada com glutaraldeido, sendo que o mediador
empregado foi a ftalocianina de cobalto (CoPC), e o potencial de trabalho foi de 0,1 V, contra
o eletrodo auxiliar Ag/AgCl. Os autores otimizaram as medidas fixando a concentra¢do de
ATCh de 1,0 mmol L™, concentracdo que, no presente trabalho, deu inicio a faixa linear, porém
a corrente de partida, encontrada por estes, foi cerca de 5 vezes menor.

Entdo, para a determinacdo de percentual de inibi¢do a partir da adi¢do de inibidor,
utilizou-se o valor de 0,1 V como potencial de trabalho em andlises por cronoamperometria.
Como o esperado, o potencial de trabalho passou a ser fungdo do mediador MBRS 2X.

(MARQUES; YAMANAKA, 2008; RUEDA et al., 2016).

5.4 Ensaios Cronoamperométricos de Inibiciio pelos Pesticidas OFs

5.4.1 Curvas analiticas em meio aquoso

Para determinacdo de curvas analiticas dos pesticidas através do biossensor
Grafite/MBRS 2X/AChE, foram obtidos amperogramas antes e apds a inibi¢cdo para cada
inseticida OFs.

As condigdes operacionais para os ensaios cronoamperométricos foram: potencial de
trabalho fixo em 0,1 V; tempo de analise de 60s, ap0ds a estabilidade no sinal de corrente; tempo
de incubagdo do biossensor na solucdo do pesticida de 10 min; concentrag¢do do substrato ATCh
de 2,5 mmol L"!'; pH do meio em 7,2, tamponado em PBS. A Figura 17 apresenta esquema de

detec¢do de pesticidas, através de andlise cronoamperométrica.
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Figura 17. Esquema de inibi¢do “chave-fechadura” da enzima AChE, mediante monitoramento
cronoamperométrico da corrente gerada, antes e apoOs incubag¢do do biossensor na solucdo
contendo o pesticida (inibidor).

Fonte: Autor (2020)

O processo de inibigdo da AChE ocorreu mediante interacdo quimica provocada pelo
pesticida organofosforado no sitio ativo da enzima. Logo, o substrato em solugdo deixa de ser
catalisado pela enzima, uma vez que o sitio ativo estd ocupado pelo inibidor, e portanto, ha
diminui¢do da corrente. Na pratica, e em termos eletroquimicos, a corrente inicial oriunda da
oxidacdo, é reduzida apds incubacdo com o pesticida, ou seja, apos contato da enzima
imobilizada em eletrodo com o pesticida presente em solugdo. O mecanismo de detec¢io desses
compostos por biossensores tem sido baseado na inibi¢do decorrente do bloqueio no grupo
hidroxila-serina da enzima pelo 4tomo de fosforo presente no composto organofosforado
(Figura 2) (MOHAMMED et al., 2019).

Cada curva analitica, também chamada de curva de inibi¢do, foi construida mediante
0s ensaios cronoamperométricos, antes e apds inibi¢do enzimatica; o calculo dos percentuais
de inibi¢do, em funcdo da concentragdo do pesticida, foi realizado empregando-se a equagao 4
(péagina 34). A Figura 18 apresenta a curvas de inibi¢do para os inseticidas OFs selecionados, e
a Tabela 6, informacdes estatisticas sobre a faixa linear de inibi¢ao e a sensibilidade do método,

caracterizada pelos limites de deteccdo.
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Figura 18. Amperogramas que deram origem as curvas analiticas para os inseticidas
organofosfoados clorpirifos (A), fenitrotion (B), malation (C) e temefos (D). E destaque, a regiao
linear de cada curva.
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Tabela 6. Linearidade e sensibilidade do biossensor otimizado, frente aos pesticidas
organofosforados selecionados

- Equacgio de Faixa linear Cocficiente LD
Inibidor regressio linear (ug L) de (ug LY
g Mg correlacao s
Clorpirifés  y = 42,75 x + 26,054 0,072 -1,0 0994 0,0085
Fenitrotion y =30,82 x + 47,815 0,048-0.5 0,966 0,010
Malation y =25,875x + 55,05 0,062-1,0 0,940 0,031
Temefos y=927,13 x + 3,432 0,012-0,1 0,996 0,0087

Curvas analiticas construidas utilizando-se solugdes dos pesticidas em meio tamponado (PH 7,2). Condicdes
operacionais: potencial de trabalho de 0,1 V; tempo de andlise de 60s; tempo de incubagdo do biossensor na

solugdo do pesticida de 10 min; concentragdo do substrato ATCh de 2,5 mmol L-'.

Nas curvas, foi possivel observar a concentragdo do inibidor na qual inicia-se a
saturacdo dos sitios ativos da enzima. A partir destas concentragdes dos analitos, a resposta

expressa por percentual de inibicdo manteve-se praticamente constante.

Conforme recomenda a literatura de referéncia (LIMA et al, 2007; NUNES et al., 2014;
LANG et al., 2016), para determinacdo do limite de detec¢do (LD), foi considerado o minimo
de 10 % de inibicao relativa, extrapolando-se esse valor na equacao da reta ¢ encontrando-se o
teor do inibidor. O biossensor produzido neste estudo apresentou elevada sensibilidade na
detecgdo de organofosforados, tendo como base as baixas concentragdes obtidas para LD. Tal
sensibilidade pode estar intrinsecamente relacionada a eficiéncia na transferéncia eletronica
promovida pelo sistema biossensor, principalmente através do mediador eletroquimico, nesse

caso, 0 MBRS 2X (LIMA, 2007; PEREIRA, 2013).

Foi observada maior sensibilidade da enzima frente os inseticidas OFs clorpirifos e
temefos; curiosamente, os melhores valores de coeficiente de correlagao linear também foram
obtidos para esses mesmos compostos, 0,994 e 0,996, para clorpirifos e temefos,

respectivamente. Vale ressaltar que a sensibilidade de um método bioanalitico depende de

53



muitos fatores, entre eles a escolha do elemento de biorreconhecimento (no caso, a fonte da
enzima), bem como as condi¢des operacionais, como potencial de trabalho, método de
imobilizagdo enzimatica, pH do meio, concentragdo do substrato, entre outros. (ARAUJO et al.

2016).

A Tabela 7 apresenta um comparativo entre os valores de LD do presente estudo em
relagdo a outros sistemas biossensores a base da enzima AChE, j4 reportados na literatura,
destacando o tipo de eletrodo, o mediador eletroquimico, o procedimento de imobilizagdo
enzimatica, o potencial de trabalho utilizado na detec¢do do analito, e a sensibilidade do

método.
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Tabela 7. Comparativo entre o sistema biossensor otimizado no presente trabalho e outros registrados na literatura

Eletrodo

GCE
SPSE"
SPE
CGE
GCE
SPE
SPE
SPE
CGE

SPE

Procedimento de

Imobiliza¢do Enzimatica

Gluteraldeido/ SWCNTs

BSA
CS

Gluteraldeido

Nafion
BSA /Nafion

PVA*

Quitosana/ MWCNTSs
Gluteraldeido/ CS

Gluteraldeido/ BSA

Mediador

Eletroquimico

Carbon Black
TTP
AuNPs*/ GO*
Carbon Black/ CoPC
MSF*
DCHP*
NTCPM/CoTSPc

MBRS 2X

Potencial de
Trabalho (V)
+0,62
0,0
+0,3
+0,83
+0,57
+0,4
+0,68
+0,85
0,0

+0,1

Limite de
detecgao (nM)
3,75% 1072
7,13
50
17,5
8,25 x 107
0,7
0,2
0,142
43% 1073
2,3x107°
7,5%107°
2,4 %1072
3,75 %1073
9,4x107
1,71 x 1072

Analito(s)

Metil paration
Clorpirifos
Paraoxon
Malation
Metil malation
Paraoxon
Monocrotofos
Clorpirifos
Fenitrotion
Diclorvos
Malation
Clorpirifos
Fenitrotion
Malation

Teméfos

Referéncia

Kumar et al., (2019)
Tang et al., (2015)
Talarico et al., (2016)
Guler et al., (2016)
Dong et al., (2019)
Cinti et al., (2016)
Wu et al., (2011)
Chen et al., (2017)
Pereira (2013)

Presente estudo

Legenda: - Nao houvq mengdo no trabalho; GCE* (Eletrodo de carbono vitreo); SP§E* (Eletrodo de Prata Serigrafado); CS (Quitosana); SWCNTs* (Nanotubo de carbono de
parede unica); GO* (Oxido de grafeno); AuNPs* (Nanoparticulas de ouro); PVA(Alcool polivinilico); MSF* (Silica mesocelular); MWCNTSs * (Nanutubos de carbono com

paredes multiplas); TTP* (Poli [2,2,5,5]-Tertiofeno- 3-carbaldeido); DCHP* (Diciclohexil ftalato).

55



Em relagdo a sensibilidade dos métodos, observa-se que o sistema biossensor
desenvolvido no presente trabalho apresentou limites de detecgdo relativamente proximos
aqueles obtidos por Pereira (2013), muito embora o autor tenha empregado a quitosana como
material modificador do eletrodo de trabalho. Além disso, em relagdo aos potenciais de
trabalho, ha maior variagdo devido a diversidade de mediadores, que sdo os facilitadores do
processo de geragdo de corrente elétrica durante as reacdes (TALEAD et al. 2014).

E evidente, pois, a elevada aplicabilidade do sistema biossensor aqui proposto, na
detec¢do de inibidores da enzima AChE, seja no meio aquoso, seja no meio atmosférico, como

veremos mais adiante.

5.4.2 Curvas analiticas obtidas em atmosfera artificial

A Figura 19 apresenta as curvas de inibigdo enzimatica para inseticidas OFs, que foram
construidas em uma atmosfera artificialmente produzida, e carregada com os pesticidas,
simulando um ambiente atmosférico poluido. Foram empregadas concentragdes dos inibidores
variando de 0,045 a 0,147 pg cm™, considerando o volume total do container utilizado no
ensaio. A Tabela 8 apresenta os dados de linearidade e sensibilidade obtidos com essa
estratégia. Mais uma vez, para o calculo do LD, considerou-se uma inibi¢do relativa minima de

10 %.
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Figura 19. Curvas de inibi¢do para os pesticidas organofosforados, obtidas em atmosfera
artificialmente produzida.

Tabela 8. Correlacdo linear e sensibilidade do biossensor, considerando a deteccdo mediante
inibi¢do em atmosfera artificial

Inibidor Equacao de regressiao Coeficiente LD
linear de correlacio (ug cm)
Clorpirifos y =432,24x + 3,83006 0,967 0,021
Fenitrotion y =411,66x + 6,245 0,961 0,019
Malation y =356,46x + 0,1458 0,985 0,031
Temefos y=1381,94x + 9,062 0,979 0,016

Em atmosfera simulada, o biossensor apresentou boa linearidade para os quatro
inibidores de acetilcolinesterase. No entanto, as condigdes experimentais aparentemente

provocaram uma diminui¢do da sensibilidade do biossensor, resultando em valores de LD
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relativamente mais elevados. Apesar disso, a estratégia de simular uma atmosfera contendo
teores dos inseticidas, mediante adi¢do de uma nevoa borrifada a partir de solucdes de
concentragdes conhecidas, foi satisfatoria, e mostrou que seria possivel empregar o biossensor
para realizar medigdes em um ambiente atmosférico natural e em tempo real.

Deste modo, o sistema desenvolvido foi eficiente no estabelecimento de curvas
analiticas, que apresentaram boa linearidade. Convém lembrar que uma inibi¢do, quando
detectada em um ambiente natural, seja ele aquatico ou atmosférico, pode ser proveniente da
presenca de um ou mais compostos inibidores. No ambiente agricola, torna-se impossivel
afirmar que compostos inibidores poderiam estar presentes (analise qualitativa), mas se houver
um relatério de campo, poder-se-ia saber de antemao qual principio ativo teria sido aplicado
pelo produtor e, mediante determinacao da inibicao relativa e interpolag@o na curva de inibigao,
inferir acerca do teor do pesticida na atmosfera. Isso seria particularmente interessante em
estudos envolvendo riscos a comunidades de agentes poluidores, em especial abelhas, cujas
populagdes tém diminuido sobremaneira em todo o planeta, em virtude do uso excessivo desses
inseticidas (MELLO et al. 2020; SILVA et al, 2016).

Da Figura 19, observam-se perfis de inibicdo similares para os pesticidas OFs;
contudo, destaca-se maior sensibilidade para os compostos teméfos e fenitrotion, nas condi¢des
dos ensaios, com valores altamente coincidentes de inibi¢ao na faixa de concentracdo testada.

Quando efetuado o estudo de inibicdo através da espectrofotometria, o principio ativo
fenitrotion resultou numa maior constante de inibigao (Ki). Tal constante mede a capacidade
inibitdria do pesticida sobre a enzima AChE (LIMA et al, 2007).

Evidentemente, as condigdes experimentais nessa etapa foram propositalmente menos
favoraveis para o funcionamento do biossensor, uma vez que o objetivo proposto foi testar a
capacidade que o disposto desenvolvido teria em relagdo a detec¢do do inibidor em condi¢des
mais proximas ao observado na atmosfera. Assim sendo, nem o pH nem a temperatura foram
controlados durante os ensaios de inibi¢ao, considerando-se que as diluigdes dos principios
ativos dos inseticidas OFs ndo foram realizadas em tampao PBS (pH 7,2), mas em agua,
normalmente usada no preparo dos agrotdxicos no campo, e a um valor de pH relativamente

menor (pH 6,9).
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5.5 Deteccao de Residuos de Inibidores da AChE em Atmosfera Natural da Pré-Amazonia
Maranhense

Os biossensores foram empregados na detecgdo da presenca de inibidores da AChE, na
qual a eficiéncia destes para a deteccdo de OFs em ambientes atmosféricos, foi previamente
testada. Dessa forma, foram acoplados os biossensores ao drone, que realizou sobrevoos de 5
min, a uma altitude de ~50 m, para que entdo a enzima inibida e a respectiva inibigdo relativa
calculada, conforme ja descrito anteriormente. Inicialmente, porém, precisava-se estabelecer
um ponto de controle, numa regido com auséncia total de atividades agricolas, e que fosse plana
e livre de interferentes. Assim, optou-se por realizar medidas de inibicdo em uma area dentro
da Cidade Universitaria— UFMA. Assim, conforme as condi¢des favoraveis para sobrevoo, em
temperatura amena do horario da manha (medigoes entre 8:00-8:30h), com pouco vento e na
auséncia de chuvas, houve inibicao relativa de 11,59+1,25 %, e esse valor foi tomado como a
“prova em branco”. Tal valor foi diminuido dos resultados subsequentes, obtidos nas areas
agricolas amostradas.

Os pontos de produgdo agricola, onde foram realizadas as medidas com uso do
biossensor acoplado ao drone, foram fornecidos pela de Agéncia Estadual de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural do Maranhdo — AGERP. Também, através da AGERP, houve
tentativa de levantamento prévio de OFs mais utilizados na agricultura da Ilha. Entretanto, a
producdo agricola de hortalicas na Ilha do Maranhdo ¢ baseada na agricultura familiar, e ndo
houve disponibilidade dessa informagao.

A Figura 20 apresenta a imagem, tomada por satélite, da adrea onde foram tomadas as
medidas de inibigdo, para detecgdo da presenca de inibidores de AChE no meio atmosférico. O
cultivo de hortaligas na Ilha do Maranhdo abastece feiras e supermercados da regido. Embora
ndo haja estudos que comprovem a utilizacdo de defensivos agricolas, ¢ iminente que no
decorrer das lavouras os trabalhadores rurais facam uso de tais substancias, gerando
inquietacdo, principalmente, sobre o acesso a informac¢do do manejo desses compostos. Desse
modo, de forma a proteger a identidade dos pequenos produtores locais, haja vista ser a
agricultura familiar o meio de subsisténcia destes, o presente estudo ndo indicard com precisao
os pontos especificos onde foram efetuadas as medidas, mas somente a drea de forma mais

ampla, conforme observado na Figura 20.
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Figura 20. Mapa da area de plantio, localizada na Pré-Amazonia Maranhense, na qual
foram estabelecidos os dois pontos de amostragem atmosférica.

Com o consentimento dos proprietarios dos terrenos agricolas, foram realizados os

sobrevoos com os drones, estando acoplados a estes, os biossensores. Para tanto, fez-se

necessario avaliar se as condi¢des climaticas estavam propicias, atentando ao horério de coleta

de dados, a fim de evitar a interferéncia minima do calor do sol, uma vez que o fator da

temperatura influencia na

perda de atividade da enzima no sistema biossensor.

A Figura 21 apresenta os dados de inibi¢ao obtidos durante o monitoramento da inibi¢ao

da enzima AChE, mediante uso dos biossensores acoplados ao drone, no periodo de novembro

de 2020 a fevereiro de 2021.
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Figura 21. Deteccdo de pesticidas inibidores da enzima acetilcolinesterase no ambiente
atmosférico de regides agricolas da Pré-Amazdonia Maranhense, mediante uso de biossensores

acoplados a drones. Periodo: novembro/2020 a fevereiro/2021. IR = inibigao relativa (n=2)

Observa-se que foi possivel detectar a presenga de pesticidas OFs nos locais amostrados,
em todo o periodo de amostragem, especialmente no segundo ponto ¢ na estagao de estiagem,
onde foram verificados maiores percentuais de inibi¢do em diferentes dias. Os valores médios
de inibicao relativa (IR %), obtidos para o primeiro ponto amostral, sempre apresentaram maior
precisdo. Esse fato pode ser atribuido as melhores condi¢des atmosféricas, como por exemplo
auséncia de correntes de ar muito intensas naquele ponto. Além disso, h4d a diminui¢do da
inibi¢@o no periodo chuvoso, no qual ocorre a redugdo da producao agricola em decorréncia das
chuvas e, portanto, redugdo da quantidade de agrotoxicos aplicados (GOMES et al. 2018).

Acerca da dinamica atmosférica, Pinheiro (2017) afirma que hé a classificacdo de apenas
duas estagdes na referida regido, no Estado do Maranhdo, sendo elas estacdo chuvosa,
predominantemente nos meses de abril e maio, e a outra estagdo seca ou de estiagem.

Entretanto, alguns fatores climaticos como a presenga de ventos Alisios, ventos locais (brisa
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maritima e terrestre), fenomenos ciclicos como o El Nifio e La Nifia configuram a dinadmica
atmosférica da Ilha do Maranhao.

De acordo com dados obtidos pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais - INPE, o
inicio da estagdo seca na regido deu-se a partir do més de agosto de 2020, cujo més de novembro
destacou-se por maior indicio de precipitagdo comparado ao ultimo trimestre do referido ano.
Além disso, a estacdo chuvosa iniciou-se no més de dezembro atingido o maior pico de
precipitagdo no més de janeiro/ 2021 (INPE, 2021). As condi¢des climaticas pertinentes a
regido onde estd localizada a Ilha do Maranhao, sdo avaliadas pelo INPE a partir de uma faixa
que abrange todo nordeste do Estado do Maranhio, e, portanto, compreende varios municipios
em termos de extensao territorial.

Na atualidade, muitos estudos tém sido publicados objetivando avaliar qualidade do
ar, em relacdo a gases poluentes, como CO,, CO, SO; e os NOx (MAHMOUD et al. 2021).
Também, poluentes organicos persistentes, conhecidos como POs hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, PAHs, dioxinas efuranos, bifenilas plicloradas, PCBs, entre outros poluentes, t€ém
sido detectadosna atmosfera empregando-se a mais variadas técnicas. (KIM, et al. 2019). YU
et al., (2019), por exemplo, empregaram um sistema integrando filtros de ar com base em fibra
de vidro, e monitoraram residuos de compostos organoclorados (OCs) em sete cidades na regido
do litoral sudoeste da China.

Kim et al. (2019), por sua vez, detectaram tragos de PAHs, pesticidas OCs e PCBs em
quatro pontos da cidade de Gwangju, na Coréia do Sul; para tanto, coletaram particulas de
grandes volumes de ar através de filtros de quartzo; realizaram analises mediante extragdo
seletiva de liquido pressurizado (SPLE) e determinaram as concentragdes dos poluentes por
cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas. Em ambos os estudos, os autores
usaram filtros para extrair os compostos poluentes da atmosfera, e depois os analisaram por
cromatografia a gas, publicando os resultados em ng/m?.

Até o momento, poucos sao os estudos envolvendo monitoramento de compostos na
atmosfera, como 0zonio, através do emprego de drones (GUIMARAES et al. 2019), e nenhum
descrevendo o acoplamento drone-biossensor. Para analises de residuos de organofosforados
na atmosfera, por exemplo, ndo hé relato algum de sistema similar ao proposto no presente
trabalho, e, portanto, este é o pioneiro dentro do objetivo pretendido.

E importante também mencionar que os teores residuais dos compostos analisados
nesses € em outros trabalhos (YU et al. 2020; KIM et al. 2019), assim como no presente estudo,

foram maiores durante o verdo. Alguns fatores devem ser considerados quanto a avaliagdo da
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qualidade de ar das regides monitoradas no presente estudo, entre os quais a predominéncia de
atividade agricola, com emissdo de agrotdxicos nos entornos dos pontos analisados, as
condi¢des climaticas e¢ a volatilidade dos compostos. Por outro lado, deve-se levar em
consideragdo que os compostos organofosforados sdo altamente instaveis, ¢ por essa razao
degradam-se rapidamente nos diversos compartimentos ambientais, seja por oxidagao, hidrdlise
e até mesmo fotdlise (PAVANI, 2016). Assim sendo, o fato de terem sido detectados esses
inibidores da enzima AChE, no ar, indica que a concentragdo inicial era seguramente bem
superior a detectada. Em virtude do extensivo uso dos inseticidas organofosforados (MELO;
CRUZ; BOTELHO, 2020) ¢ face a sua elevada toxicidade as abelhas (BURALLI, 2020) — o
que certamente tem contribuido para o paulatino e evidente declinio da populacdo desses
polinizadores em todo o mundo (BURALLI, 2020; MELLO et al. 2021) —, uma vez mais,
destaca-se aqui a importancia de estudos envolvendo o monitoramento desses poluentes na

atmosfera, em areas agricolas.

5.6 Estabilidade dos Biossensores

A fim de avaliar a repetibilidade na producao do biossensor proposto ¢ a estabilidade do
seu sinal, foram obtidos amperogramas, mediante reagdo com o substrato, empregando-se 10
biossensores produzidos em diferentes dias e sob mesmas condigdes. Para essa analise,
construiu-se uma carta de controle, que estabeleceu os limites estatisticos de adverténcia e de
acdo, e nela foram plotado os valores médios de corrente (n = 3), obtidos sob mesmas condi¢des

operacionais (Figura 22).
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Figura 22. Carta de controle para avaliagdo da repetibilidade na produgdo de 10 biossensores
preparados sob mesmas condicdes em diferentes dias (n=3).

Na Figura 22, O eixo-x refere-se a quantidade de medidas efetuadas com os 10
biossensores, enquanto o eixo-y mostra os valores de correntes obtidos (médias de 3 repeti¢des)
por cronoamperometria, durante a hidrolise enzimatica do substrato ATCh. Segundo esse tipo
de carta de controle, o método analitico serda considerado estatisticamente fora de controle
quando dois ou mais resultados excederem uma das linhas de adverténcia, sucessivamente, ou
quando somente um resultado ultrapassar uma linha do limite de agdo (BECKER, 2019).
Verifica-se que, no geral, os procedimentos adotados na producdo dos biossensores nio
resultaram em diferencas alteragdes significativas nas respostas, € que o método de deteccdo
utilizando o biossensor proposto pode ser considerado estatisticamente preciso e confidvel, isto
¢, apresenta elevada repetibilidade.

A fim de avaliar a estabilidade no sinal de corrente, para um mesmo protdtipo, no
decorrer do tempo, um unico biossensor foi tomado para teste, e a corrente medida
aleatoriamente em dias diferentes, durante um periodo de 13 semanas, sob mesmas condigdes
operacionais. A partir das médias de corrente do biossensor obtidas em contato com o substrato

em concentra¢io de 2,5 mmol L, uma nova carta de controle foi elaborada (Figura 23).
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Figura 23. Carta de controle para avaliar estabilidade de tnico biossensor para medidas
em diferentes dias. (n=3).

Foi constatado que, a partir da quinta semana de armazenamento, o valor de corrente
comecou a decair, e na décima terceira semana, o valor ja se encontrava bem proximo do limite
de adverténcia inferior. Essa perda da atividade deve-se provavelmente a desnaturagdo parcial
da enzima AChE durante o armazenamento, ndo obstante os biossensores tenham sido mantidos
sob refrigeragdo a ~ 4 °C durante todo o periodo do teste. De forma a assegurar sua eficicia ¢
confiabilidade estatistica, optou-se por considerar o biossensor proposto estavel para utilizacdo

até no maximo 12 semanas apos o preparo.
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6. CONCLUSAO

O biossensor eletroquimico serigrafado, cujo eletrodo de trabalho, preparado a base de
uma pasta de grafite contendo o mediador azul de Meldola-sal de Reineken em duas camadas
(MBRS 2X) e a enzima acetilcolinesterase (AChE), otimizado no presente trabalho, mostrou-
se ser uma ferramenta viavel, especifica, estavel e altamente sensivel para a detec¢do de
inseticidas organofosforados (OFs), por meio de técnica cronoamperométrica, baseada no
principio da inibicdo enzimatica. Além disso, os procedimentos de preparo e emprego do
biossensor podem ser considerados relativamente simples e de baixo custo, podendo este ser
empregado na avaliagdo da polui¢do, por esses contaminantes, em ambientes aquaticos e/ou
atmosféricos.

Os ensaios de inibi¢do pelos inseticidas OFs clorpirifos, fenitrotion, malation e temefos,
realizados como o biossensor em ambiente atmosférico artificial, isto é, mediante a produ¢do
de névoas borrifadas em contéiner com fluxo de ar e teor dos pesticidas controlados, foram
considerados uma estratégia analitica pioneira e propiciaram a construcao de curvas do tipo
Inibigdo Relativa (IR, %) versus concentragdo dos pesticidas (ug cm™). Tais curvas analiticas
apresentaram adequadas linearidade e sensibilidade, demonstrada pelos baixos limites de
deteccdo dos compostos, e evidenciaram a elevada viabilidade de uso desses biossensores
acoplado a drones para a deteccdo de pesticidas inibidores da enzima AChE em ambientes
agricolas cuja atmosfera estaria supostamente poluida.

Finalmente, foi possivel detectar tais poluentes, em duas estagdes amostrais localizadas
em uma regido de plantio de hortalicas, ao norte da Pré-amazonia maranhense, utilizando a
estratégia de acoplamento dos biossensores a drones. Nessa etapa, foi possivel verificar em qual
das estagdes estava sendo mais intenso o uso dos pesticidas, haja vista a diminui¢do na produgao
agricola durante periodo chuvoso e, portanto, constatou-se maior presenca desses poluentes
durante a estagdo seca. Tais poluentes podem ser transportados por correntes atmosféricas e
afetar ndo s6 o homem e poluir os ambientes aquaticos, mas também impactar populagdes de
insetos ndo-alvo, incluindo as abelhas polinizadoras. Isso pode explicar o crescente declinio
dessas espécies, tdo necessarias ao equilibrio do Planeta, ao longo dos ultimos anos.

Como conclusdo, pode-se afirmar que o presente estudo representa uma grande
contribuicdo para o campo da Quimica Analitica, uma vez que abre a possibilidade de
exploragdo de uma importante e inovadora plataforma analitica, baseada no acoplamento

biossensor-drone, voltada para a detecgdo de contaminantes organicos potencialmente
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perigosos em ambientes atmosféricos. Inegavel sera também a contribuigdo desse estudo para
os campos da Quimica Ambiental, Biologia, Agronomia e areas afins, salientando a relevancia
de trabalhos envolvendo monitoramentos de pesticidas, acrescida aqui a possibilidade de se

fazé-lo em ambientes atmosféricos e em tempo real
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ANEXO A

Figura A1. Espectrofotometro UV/Vis (Biospectro SSP-220, Madison, EUA) utilizado nas

medidas.

Figura A2. potenciostato/ galvanostato do tipo Micro-AUTOLAB Tipo III, Methrom, Paises
Baixos, ligado aos conectores, adaptador para sensor eletroquimico, € um computador

contendo o software GPES.
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Figura A3. Maquina de serigrafia em processo de fabricagdo de sensores eletroquimicos

conforme deposi¢do de camadas finas de tinta e as respectivas pastas de grafite e Ag/AgCl em

placa fina de PVC.

Figura A4. Representag¢do do esquema de deposi¢do referentes as partes componentes do
sensor eletroquimico.

Y

Condutores de Ag Camada de Camada de protegao
grafite (tinta epoxil) e eletrodo de

trabalho com mediador

Adaptado de Bécker (2019)
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Figura AS. Cartela de sensores eletroquimicos com modificador azul de Meldola- sal

reinecken 2 camadas (MBRS 2X), utilizados na montagem de biossensores a base de AChE.

Figura A6. Biossensor acoplado ao drone para realizar medidas em campo.
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Figura A7. Terreno de cultivo de hortalicas em que foram realizadas as medidas de inibig¢ao.

ANEXO B

Tabela B1. Coordenadas geograficas referentes aos pontos utilizados para monitoramento com
Biossensor acoplado a drone, em Pago do Lumiar na regido metropolitana da [lha do Maranhdo.

Pontos Coordenadas
1 2°28'08.5" S 44°08'16,8" W
2 2°28'08.1" S 44°08'18,5" W
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