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RELATORIO DESCRITIVO

PROCESSO PARA CONSTRUCAO DE ELETRODOS MODIFICADOS E
SISTEMA DE MEDICAO DO INDICE DE CONCENTRACAO DO PESTICIDA
METAMIDOFOS

[001] A presente patente de invengdo trata de um processo para construcao de
eletrodos modificados com nanoparticulas de didoxido de silicio e acetilcolinesterase,
além do respectivo sistema para a deteccao potenciométrica do pesticida metamidofds
constituindo, assim, um biossensor para identificar a contaminagdo de alimentos (para

humanos e para animais) por tal agente.

[002] Sabe-se que os avangos na producao agricola do Brasil tém origem, dentre
outras tantas técnicas, na aplicagdo de pesticidas nas diversas culturas, entre elas a da
soja, algodao, trigo, feijao etc. O uso desses pesticidas, a despeito de todas as normas ja
existentes, pode se dar de forma descontrolada e abusiva, com vias a buscar melhores
resultados na producdo. Contudo, tal uso desenfreado pode fazer com que os alimentos
assim produzidos sejam contaminados pelo pesticida, tornando-o inadequado para o
consumo humano e animal. Além disso, o uso desses agrotoxicos pode causar severos

danos ambientais.

[003] Dentre os diversos pesticidas utilizados pelos agricultores brasileiros,
destaca-se um extremamente toxico (classe 1) da classe dos organofosforados, o

metamidofos.

[004] O uso de tal produto quimico tem sido motivo de diversos debates e
controvérsias. Tanto que a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
determinou o seu banimento ¢ o fim da sua comercializacdo até meados de 2012.
Contudo, a Justica suspendeu a resolu¢do da ANVISA em virtude de um dos fabricantes
ter entrado na Justica contestando tal decisdo. Assim, a produgdo e comercializacdo do
inseticida continuam. O metamidofos ja foi banido da China e do Japao, porém, muitos

paises ainda o utilizam em suas culturas.
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[005] Os argumentos contrarios ao uso de tal produto sdo varios, tais como a
alegacdo de que o mesmo causa maleficios aos sistemas neurologico, imunologico,
reprodutor e endocrino, tornando patente a necessidade de medicdo dos niveis de

contaminacdo dos produtos agricolas.

[006] Classicamente, a detec¢do do nivel de contaminagdo por pesticidas €
realizada por cromatografia e/ou espectroscopia. Esses métodos, apesar de eficazes,
requerem o treinamento de pessoal qualificado bem como o uso de equipamentos de
grande porte, complexos, de custo elevado e de resposta demorada; problema que pode
ser facilmente contornado com a utilizagdo de dispositivos biossensores como o aqui

proposto.

[007] Ciente de que o debate sobre a proibicdo ou ndo de tal pesticida pode ainda
durar por varios anos, até que sejam comprovados e acatados os argumentos de um dos
lados da disputa, ¢ que foi desenvolvida a presente invengdo, que permitird a afericao in
loco dos niveis de presenca deste pesticida nos alimentos, fazendo com que a fiscalizagao
considere determinada produgdo como estando dentro de padrdes aceitaveis de
contaminacao. Além disso, tal invengdo permitira que os produtos de origem organica,

isto ¢, livre de agrotoxicos, possam ser certificados com mais rapidez e confiabilidade.

[008] Os biossensores sao dispositivos compactos e praticos, que tém sido
utilizados para a determinagao de pesticidas. Nesses dispositivos, os pesticidas podem ser
quantificados direta ou indiretamente. Mais especificamente, segundo a IUPAC
(International Union os Pure and Applied Chemistry), um biossensor ¢ definido como:
“um dispositivo integrado transdutor-receptor, que ¢ capaz de fornecer informagdo
analitica especifica quantitativa ou semiquantitativa, utilizando um elemento de

reconhecimento biologico.

[009] Biossensores eletroquimicos constituem a classe de biossensores mais antiga
utilizada, por oferecerem alta especificidade, baixo limite de deteccdo e baixo custo.

Dentre as classes de biossensores eletroquimicos, destaca-se a subclasse dos biossensores

Petica0 870200057429, de 08/05/2020, pag. 13/21



3/5

potenciométricos, onde uma alteracdo do potencial elétrico do meio reacional modula o
sinal de saida do dispositivo. Esse conceito de biossensor pode ser aplicado para a

determinagdo de pesticidas em tempo real.

[010] A enzima AChE atua na degradagdo do neurotransmissor acetilcolina,
gerando como um subproduto, ions H". A presenga desses fons altera o potencial do
meio reacional, que pode ser facilmente medido por dispositivos biossensores
potenciométricos. Porém, a enzima tem sua acdo inibida na presenca de pesticidas
carbamatos ou organofosforados. Esses pesticidas podem entdo ser quantificados em

porcentagem de inibicdo enzimatica, utilizando o conceito de potenciometria.

[011] A Figura 1 apresenta o esquema utilizado na confec¢do do eletrodo

modificado.

[012] A Figura 2 apresenta o eletrodo modificado tendo imobilizado

covalentemente a enzima AChE.

[013] A Figura 3 apresenta o sistema utilizado na deteccdo do neurotransmissor

acetilcolina e do pesticida metamidofos.

[014] Para a construgao do dito eletrodo modificado (6) Mono camadas de SiO>-Np
(1) e poli(alilamina hidroclorada) (PAH) (2) (ambos adquiridos comercialmente) foram
combinadas por meio da técnica de automontagem camada por camada (LbL) em
substratos de vidro (3) recobertos com ouro (Au) (4). O sistema PAH/SiO2-Np foi
adsorvido nos substratos através da imersdo alternada dos mesmos; primeiramente na
solucdo de PAH (1) e em seguida na solugdo/dispersdo de SiO2-Np (2), resultando assim
em uma bicamada PAH/Si0>-Np. O ntimero desejavel de bicamadas PAH/Si0,-Np pode
ser facilmente alcancado com a repeti¢ao do ciclo descrito acima e ilustrado na Figura 1.
A adsorcdo do PAH/SiO,-Np foi monitorada por espectroscopia de absorcdo ultravioleta -

visivel (UV-Vis), utilizando-se de substratos transparentes (vidro) (3).
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[015] Conforme apresentado na Fig. 3, o esquema utilizado na detec¢do do
neurotransmissor acetilcolina e do pesticida metamidofoés constitui-se do eletrodo
modificado (6) conectado ao terminal de entrada de um amplificador operacional (9), que
pode ser facilmente encontrado no mercado. Em seguida aterra-se um outro eletrodo,
chamado eletrodo de referéncia (7). O circuito elétrico ¢ fechado na solugao eletrolitica

(8), que nesse caso ¢ uma solucdo tampao de baixa forga ionica.

[016] Apos a estabilizagdo do potencial de saida do amplificador operacional (9),
medido com a ajuda de um multimetro, adiciona-se uma aliquota de cloreto de
acetilcolina a solugdo (8), que resulta no sinal caracteristico do sistema. Observa-se um
aumento do potencial elétrico entre o eletrodo de referéncia (7) e o eletrodo modificado
(6) em virtude da rea¢do enzimatica descrita na literatura gerando um sinal caracteristico
do sistema. Vale a ressalva, que a medida da tensdo entre os dois eletrodos, pode ser
realizada em qualquer dispositivo de alta impedancia, como um potenciostato ou

amplificador de instrumentagao.

[017] O eletrodo modificado (6) ¢ retirado do sistema e incubado numa solucao
contendo uma concentracao conhecida do pesticida metamidofos. Nova medida ¢ entdo
pelo metamidofos, um decaimento no sinal (tensdo de saida) ¢ observado. Assim, um
grafico ¢ construido em porcentagem de inibicdo, quantificando a concentragdo de
metamidofos. Na presente invengdo conseguimos detectar uma faixa de concentragdo 0 a
100 mg.L"!' de metamidofés. Considerando que a concentragdo letal do metamidofos
(LC50) € de 25-51 mg.L-1, o invento se mostra promissor para tal finalidade. O resultado
se encontra na Fig. 4, construido em porcentagem de inibicao enzimdtica que quantifica a
concentracdo do pesticida metamidofés, onde se destaca que o eletrodo conseguiu
detectar a dose letal desse pesticida em ratos e até abaixo dela (e Dose letal (LC50) oral

do produto formulado em ratos).
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[018] E preciso deixar claro que o referido sistema aqui apresentado pode ser
utilizado para a deteccdo da contaminagdo pelo metamidoféos em qualquer tipo de

alimento, bastando que o alimento a ser avaliado seja agregado a algum diluente.

[019] E claro, ainda, que pode se aplicar o referido sistema das mais variadas

formas, sendo muitas as possibilidades de construgdao de um biossensor.
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REIVINDICACOES

PROCESSO PARA CONSTRUCAO DE ELETRODOS MODIFICADOS PARA
VERIFICACAO DO iNDICE DE CONCENTRACAO DO PESTICIDA
METAMIDOFOS

1. Processo para constru¢do de eletrodos modificados para verificagdo do indice de
concentracdo do pesticida metamidofés, com nanoparticulas de dioxido de silicio e
acetilcolinesterase, caracterizado pelo uso da técnica de automontagem camada por

camada(lbl).

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pela conexdao do eletrodo

modificado ao terminal de saida de um amplificador operacional.

3. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pelo fechamento do
circuito elétrico entre o eletrodo modificado e um eletrodo de referéncia (aterrado) em uma

solugdo eletrolitica.

4. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pela adi¢ao de uma

aliquota de cloreto de acetilcolina a solugdo eletrolitica.

5. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pela medigao da diferenca
de potencial elétrico entre o eletrodo modificado e o eletrodo de referéncia apos a adi¢ao

do cloreto de acetilcolina.

6. Processo de acordo com as reivindicagcdes 1 a 5, caracterizado pela incubag¢do do
eletrodo modificado na solugdo, a fim de quantificar ou medir a concentra¢do do pesticida
metamidofds que, apos a adigdo da mesma aliquota de cloreto de acetilcolina, apresentara

um decaimento do sinal (tensdo de saida).

7. Processo de acordo com as reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pela construgdo de uma
curva analitica baseada na porcentagem da inibi¢dao causada pelo metamidofos utilizando

os eletrodos propostos.

Peticao 870210024234, de 15/03/2021, pég. 9/9



1/2

DESENHOS

Figura 1

Figura 2
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