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RESUMO

Microcistinas (MC-LR) s3o uma classe de hepatotoxinas produzidas por cianobactérias em
dguas de superficie. Registros cientificos comprovam que a MC-LR inibe a a¢do de proteinas
intracelulares, as fosfatases alcalinas, mas também foi comprovado que sua acdo aumenta a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Portanto, esse trabalho objetivou desenvolver
biossensores amperométricos a base da enzima AChE para deteccao indireta da MC-LR. Para
constru¢do do eletrodo de trabalho, foi preparada uma pasta de grafite em p6 contendo
hidroxicetilcelulose (HEC), soroalbumina bovina (BSA) e glutaraldeido (Glu). A pasta foi
incorporada as enzimas AChE extraidas do eritrécito bovino (EB) e da enguia elétrica (EE),
bem como enzimas geneticamente modificadas extraidas da Drosophila melanogaster.
Também foi testada a enzima butirilcolinesterase (BChE) obtida de soro humano. Uma
porcdo da pasta sensivel foi depositada no eletrodo de trabalho de sensores serigrafados, e
realizados testes de caracterizacdo envolvendo voltametria de pulso diferencial e voltametria
ciclica. Leituras cronoamperométricas foram realizadas, em seguida, construidas curvas da
ativacdo relativa percentual (AR%) em fun¢do da concentracdo da MC-LR. As seguintes
condi¢des operacionais: potencial de trabalho, mediador eletroquimico, pH do meio e
concentracdo do substrato, foram otimizadas. Os ensaios de ativagdo enzimdtica revelaram
que a enzima AChE (EE) apresentou melhores resultados de ativacao relativa percentual (AR
%) (>10%), sendo esses valores diretamente proporcionais a concentragdo da MC-LR. O
biossensor desenvolvido mostrou-se preciso Coeficiente de Variacdo (CV ~ 8,32%), sensivel
Limite de deteccdo e Quantificacio (LD 0,27 pgL” e LQ 0,91 ugL™) e exato (indices de
recuperacdao variando de 73 a 105%). O estudo revelou ser o biossensor adequado a
verificacdo da presenca de MC-LR em ambientes aquéticos, tendo sido este entdo utilizado no
monitoramento do poluente em sete pontos do Rio Bacanga, um importante ecossistema
aquético de Sao Luis, MA. Os resultados indicaram nao haver uma importante contaminagao

desse poluente nas dreas investigadas.

Palavras chave: Biossensores, Microcistinas-LR, Acetilcolinesterase



ABSTRACT

Microcystin (MC-LR) are a class hepatotoxins produced by cyanobacteria in surface water.
scientific records show that the MC-LR, inhibits the action of intracellular proteins, alkaline
phosphatases, but has also been proven to increase the enzyme acetylcholinesterase activity
(AChE) by the MC-LR action. Therefore, this study aimed to develop biosensors
amperometric based AChE enzyme for indirect detection of MC-LR. For construction of the
working electrode, a powder graphite paste containing hidroxicetilcelulose (HEC), bovine
serum albumin (BSA) and glutaraldehyde (Glu) was prepared. The slurry was incorporated
into the AChE enzyme extracted bovine erythrocyte (EB) and electric eel (EE) as well as
enzymes derived from Drosophila melanogaster was tested genetically modificadas.Também
enzyme butyrylcholinesterase (BChE) obtained from human serum. A portion of the sensitive
paste was deposited in the screen-printed sensor working electrode and performed
characterization tests involving differential pulse voltammetry and cyclic voltammetry.
cronoamperométricas readings were performed and the percentage built on activation curves
(% RA) as a function of the concentration of MC-LR. Some operating conditions, such as
working potential, electrochemical mediator, medium pH and substrate concentration, were
optimized. enzyme activation assays showed that the EE-AChE enzyme showed best results
percent relative activation (% RA) (> 10%), these values being directly proportional to the
concentration of MC-LR. The biosensor developed proved accurate (CV ~ 8.32%), sensitive
(Ld 0.27 pg .L"" and LQ 0.91 pg .L™") and accurate (recovery rates varying from 73 to 105%).
The initial study proved to be the right biosensor to verify the presence of MC-LR in aquatic
environments, this being then used in monitoring pollutant seven points of Bacanga River, an
important aquatic ecosystem of San Luis, MA. The results indicated that there was no

significant contamination.

Keywords: Biosensors, Microcystins-LR, acetylcholinesterase
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis, sdo bactérias Gram-negativas
procariontes fotossintéticas que sdo encontradas em uma variedade de habitats, colonizando
bidtopos aquaticos e terrestres (MANKIEWICZ et. al, 2003; BRIAND, J. et. al, 2003). Seu
dominio sobre as demais espécies do ecossistema € uma indicacdo de que elas possuem
algumas capacidades fisiolégicas especificas que lhes permitem competir de forma muito
eficiente JAYARAIJ, R.; ANAND, T.; RAO, 2006).

Ambientes eutroficos, ou seja, rico em nutrientes, favorecem a proliferacio e
predominancia de espécies de cianobactérias que, por sua vez, podem produzir diversas
toxinas e liberd-las no meio aqudtico, principalmente durante os fendomenos de floracdes
(crescimento exuberante) (MARTINS, 2010). Geralmente, estas floragdes tém grande impacto
negativo nos corpos d'dgua, alterando as caracteristicas de qualidade, tais como odor, sabor e
presenca de toxinas especificas (BRASIL, 2011). Entre as toxinas produzidas por
cianobactérias destacamos a microcistina-LR (MC-LR), alguns pesquisadores da éarea
(DELGADO et. al, 2012; ALVERCA et. al, 2009) tém mostrado que esta atua inibindo
enzimas intracelulares denominadas fosfatases, removendo os grupamentos fosfato das
proteinas. O que promove uma alteragdo na estrutura do esqueleto celular, causando
disfunc¢do, ou seja, modifica a arquitetura e, consequentemente, a fungdo das células do figado
(FONSECA, 2014). Alguns autores chegam a admitir que a acdo de doses sub-letais das
hepatotoxinas provenientes de cianobactéria estaria associada ao desenvolvimento de cancer
hepatico. Esta suposicdo tem sido investigada na China onde existe cianobactéria nos
mananciais de 4gua fornecida a uma populacdo que apresenta elevada frequéncia dessa
neoplasia.( LOPES,2011; AZEVEDO,2014,)

Devido aos efeitos ambientais provocados pela MC-LR € necessario o controle destes
poluentes naturais, védrios métodos de deteccdo tém sido utilizados atualmente na
deteccao/quantificacdo de microcistinas, tais como bioensaio, ELISA, HPLC e LC-MS. No
entanto, a maioria destas técnicas demanda de um grande processo de pré-tratamento e da
utilizacdo de aparelhos sofisticados, o que gera aumento nos custos € no tempo de andlise
(KESTWAL; BAGAL, KESTWAL e CHIANG, 2015; SHAMAGSUMOVA et. al, 2015).
Assim, torna-se de suma importancia o desenvolvimento de técnicas analiticas sensiveis e

eficientes para detec¢ao desses compostos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914015301363
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Nesta prespectiva, os biossensores tém emergido como ferramenta promissora para
suplementar as técnicas analiticas existentes (SILVA, 2011). Os biossensores podem ser
confeccionados para uso continuo, em linhas no processo, ou mesmo ser descartdveis. De fato,
nas Ultimas décadas, estdo sendo efetuados esforcos pela comunidade cientifica objetivando o
desenvolvimento de metodologias mais seguras, que melhorem a seletividade e a
sensibilidade dos biossensores enzimdticos baseados no monitoramento do processo de
inibicdo por analitos potencialmente téxicos (WEI e WANG, 2015; MARQUES &
YAMANAKA, 2008).

As proteinas utilizadas até o momento para constru¢cdo de biossensores amperométricos
para deteccao de microcistinas sdo as fosfatases (PP1A e PP2A) (ALVERCA et. al, 2009).
Estas, entretanto, sido extremamente caras, O que torna O custo para constru¢ao desse
biossensor relativamente elevado. Estudos recentes demonstraram, contudo, que as MC-LR
podem aumentar a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) (W.U et. al, 2016; KIST
e BOGO, 2015; FRITSCH.R.S, KIST, BOGO, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver biossensores amperométricos, utilizando a enzima AChE como
elemento de biorreconhecimento explorando o principio da ativa¢do enzimatica

para detectar microcistinas em amostras de dgua.

2.2 Especificos

a)

b)

d)

Selecionar as enzimas que serdo utilizadas no processo como acetilcolinesterases
(AChE) de eritrécito bovino (EB) e enguia elétrica (EE) , acetilcolinesterases
geneticamente modificadas(GM), butirilcolinesterase (BChE);

Imobilizar as enzimas utilizando o método apropriado e previamente testado,
baseado na ligacdo cruzada com glutaraldeido;

Preparar e aperfeicoar, mediante testes empregando voltametria de pulso
diferencial e ciclica, as condi¢cdes operacionais (selecdo do mediador
eletroquimico, carga enzimética, tipo e concentragdo do substrato, pH do meio,
dos biossensores serigrafados;

Aplicar os sistemas biossensores na detec¢do de microcistinas em amostras de
dgua deionizada dopada com microcistinas € em amostras coletadas no Rio

Bacanga.



18

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cianotoxinas

As cianotoxinas sao conhecidas como toxinas produzidas por cianobactérias. Essas
toxinas constituem um amplo grupo de produtos naturais téxicos (LOPES, 2011). Em
ambientes aquaticos, as cianotoxinas permanecem contidas nas células de cianobactérias e sdo
liberadas em quantidade considerdvel apds a lise celular, que ocorre durante a fase de
senescéncia (morte natural), ou ainda por estresse celular ou uso de algicidas, como sulfato de

cobre ou cloracdo (MAGALHAES, SOARES e AZEVEDO, 2001).

De acordo com Leal e Castro (2004), as estruturas das microcistinas foram
determinadas como monociclicas fazendo parte da composicdo dessas toxinas dois L-
aminodcidos varidveis que incluem, por exemplo, leucina e alanina (LA), leucina e arginina
(LR), tirosina e arginina (YR), tirosina and alanina (YA), tirosina e metionina (YM), e dois
aminoacidos ndo usuais, N-metildehidroalanina (Mdha) e acido 3-amino-metoxi-10-fenil-

2,6,8- trimetildeca-4,6-diendico (Adda).

Dessa forma a toxicidade das Microcistinas ¢ classificada em 3 grupos, dependendo
da substituicdo de dois L-aminodcidos varidveis: forte: -LR, -LA, e -YR; média: -WR; ou
fraca: -RR e -M(O)R. Resultados de pesquisas indicam que os residuos de Adda e Glu da
molécula de microcistina-LR possuem importante papel na hepatotoxidade da

microcistina.(Kaya, 1996, Watanabe,1996)

Algumas doengas humanas sdo atribuidas as toxinas de cianobactérias, tais como:
gastroenterite e doencas associadas, reagdes alérgicas e irritacdo, e doencas hepaticas
(LOPES, 2011). Relatos de intoxicacdo animal e de doencas em seres humanos ligadas a
toxinas de cianobactérias ocorrem no mundo todo. Em 1985, na Austrdlia, 25 pessoas foram
contaminadas apds consumirem dgua contaminada com cilindrospermopsina, uma toxina
produzida pela cianobactéria Cylindrospermopsis raciboskii. Em 1996, a morte de 50
pacientes em um hospital no estado de Pernambuco foi atribuida a intoxica¢do por essas
toxinas provenientes de cianobactérias contidas na 4agua utilizada para a hemodidlise

(NUNES, 2005).
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Cianobactérias produtoras de toxinas sdo conhecidas por cianobactérias téxicas, como
algumas linhagens de Microcystis, Anabaena, Oscillatoria e Cylindrospermopsis. Os efeitos
toxicos de cianobactérias descritos sdo diversos: dermatotoxicos, hepatotéxicos e
neurotéxicos (FONSECA, 2014). Esses organismos produzem uma grande variedade de
metabolitos secundédrios com funcdo desconhecida, dentre esses metabdlitos estdo as
cianotoxinas, um grupo diverso de toxinas naturais, tanto do ponto de vista quimico como
toxicolégico. Pela estrutura quimica as cianotoxinas podem ser divididas em trés grandes
grupos: peptideos ciclicos, alcaléides e lipopolissacarideos (CORDEIRO DE ARAUJO,
2014).

Como representantes dos peptideos ciclicos estdo as microcistinas, que sdo consideradas
poluentes naturais em ambientes aquaticos, podendo também caracterizar a polui¢do de
origem antropogénica (NUNES, 2005). Com base em seus efeitos toxicoldgicos, as
microcistinas sdo classificadas como hepatotoxinas, uma vez que causam sérios danos em tecidos
hepaticos, tais como alteracdes citoesqueléticas das células e consequente morte por hemorragia
intra-hepética ou insuficiéncia hepatica (CORDEIRO DE ARAUIJO, 2014).

Entre todas as cianotoxinas, as microcistinas (MCs) sdo as mais frequentemente
estudadas devido a sua ampla distribuic@o e alta toxicidade. Mais de 80 andlogos estruturais
de MCs foram identificados, sendo a microcistina-LR (MC-LR) que possui os aminodcidos
leucina e arginina, a mais frequente e a mais toxica, apresentando uma LD50 de 50pg/Kg de
peso corporal, em ratinhos expostos intraperitonialmente.(WU et. al, 2016;

KAASALAINENETAL, 2012)

3.2 Microcistina-LR

A microcistina-LR (MC-LR) é uma molécula classificada como hepatotoxina,
composta por sete aminoacidos, com peso molecular entre 0,9 a 1,0 kDaltons (LOPES, 2011)
(Figura 1). De acordo com WU et. al, 2016; existem 3 dreas sujeitas a oxidag¢do em
microcistinas: a ligacdo dupla na metade MDHA; a ligacdo dupla conjugada na metade de
ADDA (amino4cido unico das microcistinas); e ainda a cadeia lateral que varia consoante os
aminodcidos. Segundo esses autores , dentre esses aminodcidos variantes, apenas as cadeias

da arginina e a tirosina sao potencialmente vulneraveis a oxidacao.
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Figura 1. Férmula estrutural da MC-LR.
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Fonte: LOPES, 2011.

z

Esta hepatotoxina € a toxina peptidica mais investigada, pelo fato de estar

frequentemente presente em floracdes de cianobactérias e ser a mais toxica das microcistinas
(LOPES, 2011; CAMPAS et. al, 2005; HARADA e TSUIJIL 1998). Essas floracdes ocorrem
em rios, lagos, lagoas e reservatérios no mundo inteiro e estdo associadas a estagnagdo de
dgua, temperatura e eutrofizacdo das dguas (DAWSON, 1998; HARADA 1990; SHORT e
EDWARDS, 1990; WATANABE et. al, 1996).

A MC-LR ¢ liberada quando as cianobactérias morrem ou sdo destruidas. As pessoas
s30 expostas a essas toxinas com mais frequéncia através da ingestdo de dgua potdvel ou

durante atividades de lazer, quando a dgua € ingerida (LOPES, 2011; GROSSE et. al, 2006).
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3.2.1 Contaminagdo por MC-LR

A toxicidade da MC-LR tem como 6rgdo alvo o figado, devido a inibicdo de proteinas
fosfatases causando desmontagem de proteinas do citoesqueleto, esses danos levam a bolhas e
arredondamento dos hepatécitos (Figura 2). Os danos estruturais nos hepatdcitos e a
consequente perda de adesdo célula-célula provocam danos a estrutura hepatica e colapso das
sinusdides hepdticas. O figado torna-se cheio de sangue. Na intoxicacdo aguda por

microcistina, a morte € devido ao choque hemorragico (BISCHOFF, 2001).

Figura 2- Imagem do efeito inibidor das microcistinas nas células hepaticas.

NORMAL LIVER LIVER AFTER TOXINS ACT

Fonte: Google imagens

De acordo com ALVERCA et. al (2009), a MC-LR pode promover o surgimento de
provavelmente associada as mudancas morfolégicas nos hepatécitos, devido a
hiperfosforilacio de citoqueratinas e de outras proteinas estruturais (LOPES, 2011;
BISCHOFF, 2001).

Além do figado, ja foi relatado que a MC-LR pode acumular-se e causar dano nos rins,
coragdo e embrides de Carassius auratus e Zebra fish (ZENG et. al, 2014; L1 et. al, 2011; QIU
et. al, 2009; ZHANG et. al, 2008). Recentemente, varios estudos tém demonstrado que MC-
LR pode acumular-se no cérebro de peixes e mamiferos (ZHAO et. al, 2015; LI et. al, 2012),
indicando a neurotoxicidade desencadeada por MC-LR. Um dos primeiros relatos que
associaram a intoxica¢do por MC-LR a neurotoxicidade, foi a morte de 50 pacientes de uma
unidade de hemodidlise em Caruaru, em 1996, através da dgua de hemodidlise, e a

intoxicacdo de 76 outros pacientes com sintomas agudos de neurotoxicidade (por exemplo,
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surdez, zumbido, cegueira reversivel) (SOARES et. al, 2006; MIKALSEN et. al, 2003).
Assim, a toxicidade de MC-LR sobre multiplos 6rgdos desperta interesse publico amplo.
Outros estudos demonstraram que o tratamento com baixa dose de MC-LR resulta em
alteracdes degenerativas neuronais causando déficits de memoria em ratos (LI et. al, 2012,
DELGADO et. al, 2012). Anormalidades tem sido observada em Silurus meridionalis e
Jenynsia multidentata expostos a MC-LR dissolvidos dgua (CAZENAVE et. al, 2008;
ZHANG et. al, 2008), sugerindo que a MC-LR exercem fortes efeitos neurotéxicos em

peixes.

3.3 Biossenssores

3.3.1 Biossensores enzimdticos

Apesar de vdarias técnicas de andlise para deteccdo de microcistinas, tais como
bioensaio, ELISA, HPLC e LC-MS ja serem utilizadas, o desenvolvimento de biossensores
abriu novas perspectivas, pois oferece a possibilidade de detec¢do rdpida e precisa, além de
alta reprodutibilidade e sensibilidade (LEBOGANG, 2014; SINGH et. al, 2012). Destaca-se
ainda, a possibilidade desses aparatos virem a ser portdteis, além da sua miniaturizacdo e
rapidez de resposta (LEITE et. al, 2013). Os biossensores podem ser confeccionados para uso
continuo, em linhas no processo, ou como descartdveis. Portanto, representam uma ferramenta
promissora para suplementar as técnicas analiticas existentes (SILVA, 2011;WEI e WANG,
2015).

Sensibilidade, seletividade, estabilidade, precisdo, resposta rapida, facilidade de uso,
custo baixo e robustez (Figura 3) sdo as caracteristicas mais importantes perseguidas no
desenvolvimento de sensores. Baixo custo e facilidade de uso s@o determinantes no

desenvolvimento de versdes comercializdveis para o publico em geral.
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Figura 3. Caracteriticas de um Biossensor.
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Biossensor é um dispositivo no qual o material de origem bioldgica, tais como enzima,

organela, tecido animal ou vegetal, microrganismo, antigeno ou anticorpo, acidos nucleicos,

lectina, entre outros, é imobilizado junto a um transdutor adequado (Figura 4 ) (RICCARDI,

COSTA, YAMANAKA 2002). O biossensor apresenta como carecteristica fundamental a

capacidade de combinar a atividade seletiva entre diferentes substratos de um elemento de

bioreconhecimento, sensivel a um analito de interesse, sendo esse o motivo de as enzimas

serem o elemento biolégico mais utilizado na constru¢do de biossensores (PEREIRA, 2013;

ALFAYA & KUBOTA, 2008; DU et. al, 2008).

Figura 4- Representacdo de um Biossenssor
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Fonte: Google imagens
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Dessa forma, de acordo com o elemento biolégico utilizado para a sua constru¢do, os
biossensores podem ser divididos em vdrias classes (SILVA, 2014), merecendo destaque os
biossensores enzimaticos. Nesse tipo de biossensor, a reacdo enzimdtica é monitorada
diretamente através de vdrios tipos de transdutores (eletroquimico, Optico, fototérmico,

amperométrico) (Figura 5) (SILVA, 2011; PATEL, 2002).

Figura 5. Materiais e técnicas empregadas na construcio de Biossensores.
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Fonte: LIMA e NUNES,2007.

O transdutor amperométrico emprega a medida de intensidade de corrente de uma célula
eletroquimica a um potencial fixo, sendo a corrente gerada por reacdo redox na superficie
sensitiva, proporcional a concentracio do analito. No biossensor catalitico, a enzima adequada
imobilizada na superficie do eletrodo, catalisa a reacdo dos substratos € 0 monitoramento da
corrente elétrica podera ser efetuado devido a formagao dos produtos ou consumo de reagente.

(RICCARDI, COSTA, YAMANAKA, 2002).
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3.4 Enzimas

Enzimas sdo proteinas conhecidas por seu extraordindrio poder catatitico e possuem um
elevado grau de especificidade em relacdo aos seus substratos (MANKIEWICZ et. al, 2003),
aceleram as reacdes quimicas e funcionam em solucdes aquosas sob condi¢des adequadas de
temperatura ¢ pH. As enzimas sdo catalisadores biologicos que aceleram as reacdes
bioquimicas através da interagdo fisica entre reagentes e produtos (BRIAND, J et. al, 2003).

As enzimas podem ser classificadas de acordo com as reagdes que catalisam
(MELO,2008). A principal caracteristica que diferencia uma reagdo catalisada por uma
enzima € que ela ocorre no sitio ativo das enzimas, sendo a molécula que se liga ao sitio ativo,
denominada substrato. O complexo enzima-substrato (Figura 6) é fundamental para a acdo das
enzimas, € o ponto inicial no tratamento matemético que define o comportamento cinético das
reacOes catalisadas por enzimas e para descrigdes tedricas dos mecanismos enzimaticos

associados (MARTINS, 2010; JAYARAJ; ANAND; RAQO, 2006).

Figura 6. Representacdo da formacao do complexo enzimaético.
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Fonte: AUTORA.

As enzimas tém sido muito utilizadas em diversas aplicagdes: bioquimica, farmacéutica,
bioanaliticas, biomédicas e industriais (SHAMAGSUMOVA et. al, 2015). Nas tltimas
décadas, tém sido exploradas também na constru¢do de biossensores altamente seletivos para
determinados tipos de analitos, incluindo os poluentes ambientais.

Virias enzimas tém sido imobilizadas em diferentes transdutores para aplicacdo em
biossensores (BERNARDI, 2011). Entre as enzimas utilizadas para a construcdo de
biossensores dedicado a andlise de contaminantes ambientais, a enzima acetilcolinesterase

(AChE) é a mais comumente utilizada (NUNES et. al, 2014).



26

3.4.1 Acetilcolinesterase

As acetilcolinesterases (AChEs) (Figura 7) sdo enzimas da classe das hidrolases, sendo
que a hidrélise do seu substrato natural, o neurotransmissor acetilcolina, se processa
formando o complexo enzima-substrato, produzindo posteriormente a molécula de colina e a
enzima acetilada,que se hidrolisa rapidamente a dcido acético, liberando entdo a enzima livre.
Este é o processo fundamental para transmissdo do impulso nervoso nos organismos

humanos e nos animais (BRASIL, 2011).

Figura 7. Férmula tridimensional da acetilcolinesterase.

Fonte: GOOGLE IMAGENS.

Biossensores eletroquimicos baseados na inibicdo da AChE tém mostrado resultados
satisfatorios para andlise de contamiantes ambientais (WANG et. al, 2015; LIU & LIN, 2006;
MULCHANDANI, MULCHANDANI & KANEVA, 1998). Quando AChE ¢ imobilizada
sobre a superficie do elétrodo de trabalho, as suas interagdes com o substrato acetiltiocolina
(ATCh), produzem o produto eletroativo tiocolina, € a inibicdo do sistema enzimatico pode
ser monitorada pela medi¢do da corrente resultante da oxidacdo da tiocolina (WANG et. al,
2015; GONG, WANG & ZHANG, 2009). As reacdes que ocorrem na superficie do

biossensor com a enzima aceticolinesterase sao resumidas na Figura 8.
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Figura 8. Reacdo de hidrdlise da acetiltiocolina catalisada pela enzima AChE.
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Fonte: Autora.

3.4.2 Atividade enzimdtica

Atividade enzimdtica é a habilidade com que a enzima se liga ao substrato. Essa
habilidade pode ser afetada por fatores como a presenca de inibidores,ou ativadores, pH e
temperatura. Esses fatores podem aumentar, diminuir ou até mesmo suprimir a velocidade da
reacdo catalitica (FONSECA, 2014; AZEVEDO, 2014; ALVERCA, et. al, 2009).

A unidade de atividade enzimatica, U, é estabelecida através da medida da velocidade
de reacdo a partir de uma quantidade de substrato consumido (ou produto formado), em uma
unidade de tempo. Geralmente € definido como quantidade de enzima capaz de converter
IumoL de substrato por minuto em pH e temperatura adequada para cada tipo de enzima
(LONG et. al, 2009).

Um grande nimero de outras defini¢des de unidade de atividade tem sido usados. Uma
nova unidade internacional para atividade enzimdtica é recomendada pela Enzyme
Commission denominada Kat que € definida como a quantidade de enzima que transforma
Imol por segundo de substrato, a 25°C. A nova unidade esta de acordo com as dimensoes das
constantes de velocidade em cinética quimica, sendo expressa também em termos de seus
submultiplos, mili (m), micro (i) e nano (n) katals. Assim, 1 kat ¢ igual a 6 x 10’ unidades de
atividade ou a 6 x 10" pumol/min de substrato. O kat ndo é usado fregiientemente, embora seja
uma unidade recomendada pelo Sistema Internacional de Unidade (SINGH, S., et. al, 2012).

Estudos publicados por varios pesquisadores (WU, 2016; KIST e BOGO, 2015;
FRITSCH, KIST, BOGO, 2011) demonstraram que as Microcistinas-LR (MC-LR) podem

aumentar a atividade das enzimas AChE. Portanto, no presente trabalho, a enzima AChE foi
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utilizada no desenvolvimento de biossensores para deteccdo da presenca de MC-LR em

amostras de dgua.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério do Nucleo de Andlises de Residuos de
Pesticidas (NARP) do Departamento de Tecnologia Quimica da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA).

4.1 Solucoes e Reagentes

A Microcistina-LR  (MC-LR) (pureza > 95%), assim como as enzimas
acetilcolinesterase extraida de enguia elétrica (ACHE)(EE), acetilcolinesterase do eritrocito
bovino (EB); acetilcolinesterase geneticamente modificada (Drosophila melanogaster
(ACHE) (GM)), e butirilcolinesterase (BChE) extraida eritrocito humano e os reagentes:
iodeto de butirilcolina (BTChI), cloreto de acetiltiocolina (ATChCl) e 5,5-ditiobis (2-acido
nitrobenzoico) (DTNB) foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO).

Para a etapa de imobilizagdo enzimatica, os seguintes reagentes foram empregados:
glutaraldeido (Fluka Chemie, Basel, Suica), hidroxietilcelulose (HEC) (Fluka Chemie),
soroalbumina bovina (BSA) (Biochemical BDH Lim, Poole, Inglaterra), os mediadores TCNQ
(tetracianoquinodimetano — Aldrich Co, Steinheim, Alemanha) e ftalocianina de cobalto
(CoPC) (Sigma); e grafite ultrapuro (Sigma-Aldrich, Brasil).

A solucdo tampao fosfato (PBS, pH 7,2) foi preparada pela combinag¢dao de KH,PO4 0,1
molL" e NaOH 0,1 molL"', ambos da Merck. Em PBS pH = 7,2, foram preparadas as solucdes
de 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzéico) (DTNB) 2,5 mmolL"' e dos substratos cloreto de
acetiltiocolina (ATChC]) e iodeto de butiriltiocolina (BTChI), ambos 10 mmolL'l, tendo sido
estas posteriormente armazenadas em geladeira.

A solucdo estoque de MC-LR 2,5 mgmL" (ou 2,5.10° ngL' ) foi preparada por
acréscimo de 2 mL de 4gua deionizada no proprio frasco (contendo Smg de MC-LR). As
solugdes de trabalho (5.10° ugL’l) foram preparadas por dilui¢do de dgua destilada a 0,04 mL
(40 pL) da solucao estoque, gerando volume final de 20 mL .

As solugdes de AChE, para imobilizacdo no eletrodo de trabalho foram diluidas
diretamente no frasco, com PBS (pH 7,2), a partir de solucdes-estoque, preparadas pela
dissolug¢do do p6 da enzima em solucdo de NaCl 0,9 % (m/v). As solugdes de trabalho foram

preparadas mediante dilui¢cdo de solucdo-estoque em PBS (pH 7,2).
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4.2 Equipamentos e Acessorios

As medidas eletroquimicas usando os biossensores foram feitas em um
potenciostato/galvanostato (Micro-AUTOLAB Tipo III, Methrom, Paises Baixos) e para as
medidas espectrofotométricas, realizadas para determinacdo da atividade enzimadtica, foi
empregado um espectrofotometro UV/Vis (Biospectro SSP-220, Madison, EUA), antes da
imobilizacdo da enzima.

Foram utilizados sensores contendo tres eletrodos: um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl),
um eletrodo auxiliar (de grafite) e um eletrodo de trabalho contendo tetracianoquinodimetano
(TCNQ) como mediador (Figura 9) e, contatos elétricos feitos com o potenciostato através de

um conector apropriado.

Figura 9. Biossensor serigrafado de trés eletrodos: Trabalho (grafite contendo a
enzima AChE, a macroalga e o mediador TCNQ); Ag/AgCl (referéncia) e grafite (auxiliar)

Eletrodo
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'/
aooj /
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Fonte: SILVA, 2014.

Para Caracterizacdo fisico-quimica das amostras ambientais, foi empregado o analisador

multiparametro (U22-Series, Horiba), previamente calibrado.
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4.3 Ensaios de Ativacao da Enzima Livre pela MC-LR

A ativacgao relativa da AChE, devido a presenca da MC-LR, foi testada inicialmente com
a enzima livre em solucdo contendo tampao fosfato em quantidades descritas na Tabela 1. Os
sensores foram inicialmente mergulhados em solug¢do contendo tampao fosfato, as enzimas
Acetilcolineterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) e seus substratos cloreto de
acetiltiocolina (ATChCl) e lodeto de butiriltiocolina (BTChI) respectivamente, medindo-se o
sinal da corrente Io por cronoamperometria, a 100mv. Em seguida, os sensores foram lavados
com tampao fosfato e incubados em solucdo contendo tampao fosfato, enzima e substrato, nas
mesmas concentracdes iniciais, e também MC-LR, sendo entio registrada uma nova corrente I,
no caso maior que a inicial (Figura 10).

Depois de verificada a melhor enzima, em funcdo da sua maior ativagcdo, esta foi
empregada na avaliacdo da interacdo com a MC-LR , na construcdo dos biossensores e em

todas as etapas seguintes.

Figura 10. Soluc¢éo contendo o sensor serigrafado mergulhado a uma solugdo cotendo
tampao fosfat (pH 7,2 ) com substrato ATChCl e enzima AChE (EE) livre.
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Fonte: Autora
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Tabela 1. Esquema analitico para verificar a resposta da enzima AchEna presenca e na auséncia da

Microcistina.
Enzima PBS (uL) Substrato MC-LR T min Enzima (uL)
pH-7.2 (D) (uL)
-—-- 4000 800 - 10 200
BchE 4000 800 -—-- 10 200
BchE 3950 800 50 10 200
AchE 4000 800 --- 10 200
AchE 3950 800 50 10 200
AChHE -22 4000 800 -—-- 10 200
AChE-22 3950 800 50 10 200
AChE-80 4000 800 - 10 200
AChE-80 3950 800 50 10 200
AChE-41 4000 800 -- 10 200
AChE-41 3950 800 50 10 200
AChE13-42 4000 800 -—-- 10 200
AChE13-42 3950 800 50 10 200
AChE-45 4000 800 -- 10 200
AChE-45 3950 800 50 10 200

BChE =Butiril Colinesterase, AChE-= Acetil Colinesterase, AChE com numeracdes de
22, 80, 41, 13-42 e 45 = Geneticamente Modificadas, PBS = Solucdo tampao fosfato,
T=tempo em Minutos.

4.4 Estudo da Interaciao da Enzima AChE(EE) com o Substrato e com a MC-LR

Foram realizadas anélises cronoamperométricas observando a interacdo da enzima AChE
(EE) livre com o substrato , na presenca da MC-LR, sendo esta diluida em diversas
concentracdes. Ao final, uma curva analitica foi tracada a partir das médias das correntes

obtidas em relacdo as diversas concentracdes da MC-LR.

4.5 Determinacao da Atividade Enzimatica

A atividade da enzima foi medida espectrometricamente antes de cada imobilizacdo.
Empregou-se a metodologia cinética de ELMAN (1961) modificada por NUNES et. al (2014),
sendo assim resumida: 50pL da enzima a ser analisada, e misturado a 200uL de 5,5 - ditiobis
(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) 2,5 x 10 molL™, 350uL de solucdo tampdo fosfato (PBS)
pH=7,2 e, por ultimo, 200pL de solugdo do substrato adequado,isto é, cloreto de
acetiltiocolina (ATChCI) 2,5mmolL" quando se emprega a enzima, AChE e iodeto de
butiriltiocolina, para enzima BChE, em uma célula espectrofotométrica. A hidrélise do
substrato (ATChCl), catalisada pela enzima, produziu a tiocolina (TCh) que reagiu
posteriormente com o acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) [DTNB] (Figuras 11 e 12),

ocasionou a formacgdo de complexo amarelo que absorve em 412 nm. Monitorou-se a reagao
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pela medida da absorbancia em funcdo do tempo, seguindo a lei de Beer, para crescentes
concentracdes do produto formado. Medidas espectrofotométricas do branco foram feitas sem a

presenca da enzima.

Figura 11. Reacao da acetiltiocolina até a formagao do composto 5-tionitrobenzoato (Método de
Elman).

Acetiltiocolina + Agua mm) Tiocolina + Acetato

DTNB

Tiocolina-tionitrobenzoato dissulfeto+5-tionitrobenzoato

Fonte: Autora

Figura 12- Formagdo do anion amarelo do 5-tio-2-nitrobenzoato resultado da reacéo entre a tiocolina
e o fon 5,5’- ditiobis-2-nitrobenzoato.
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A absorbancia foi calculada segundo a reacdo: Abss1; = Absg - Absp,
Onde:
Absy;: diferenca entre as médias das absorbancias da enzima (Absg) e do branco (Absg),
medidas a um comprimento de onda de 412 nm.

Em seguida, foi calculada a concentragdo da enzima expressa em mmolL pela equacdo

de Lambert-Beer:

A=&xbxc (Equacido 1)
Onde:
A: diferenca entre as médias das absorbancias da enzima e do branco;
€: absorbitividade molar em unidades de mmol.cm™.L!;
b: comprimento do caminho da amostra, isto €, o comprimento do caminho que a luz tem que
atravessar na cuba ou qualquer recipiente onde esteja a solucdo, dado em cm;

~ ~ -1
c¢: concentracdo do elemento que absorve, na solugdo, expressado em mmolL".

A concentracdo calculada da enzima foi multiplicada por 800 (em relacdo a 800uL que é
o volume da cubeta utilizada nos ensaios espectrofotométrico) e dividida por 106;1L, obtendo as

miliunidades existentes em uma solucdo de 1:10 e da solucdo stock.

4.6 Estudo da Cinética Enzimatica da AChE na Presenca e Auséncia de MC-LR

Para o estudo cinético, empregou-se a metodologia cinética de ELLMAN (1961) com
uma modificacdo no volume da enzima para 32 plL e no volume final para 500 pL. Foram
combinados 7 tubos com diferentes concentragcdes do substrato na auséncia do ativador
conforme Tabela 2, e na presenca do ativador (Tabela 3) os valores das absorbancias (Absg12)
foram medidos em cada um desses tubos, onde Absg;: diferenca entre as médias das
absorbancias da enzima (Absg) e do branco (Absg), medidas a um comprimento de onda de 412

nm. O experimento foi realizado em triplicata.



Tabela 2. Estudo cinético da AChE na auséncia de MC-LR

Tubos [S] (mmol.") ATChCl AChE DTNB PBS

(nL) (nL) (uL) (uL)
1 0,4 20 32 125 323
2 0,5 25 32 125 318
3 0,75 37,5 32 125 305,5
4 1,00 50 32 125 293
5 1,25 62,5 32 125 280,5
6 1,50 75 32 125 268
7 2,00 100 32 125 243
Branco 0,00 0,0 32 125 343

[S]

=Concentracdo do Substrato, ATChCl= Cloreto de Acetiltiocolina,

AChE=AcetilColinesterase,PBS= Tampao Fosfato .

Tabela 3. Estudo cinético da AChE na presenca de MC-LR

Tubos [s] (mmoll.") ATCCl AChE MC-LR DTINB  PBS

(nL) (uL) (uL) (uL)
1 0,4 20 32 50 125 273
2 0,5 25 32 50 125 268
3 0,75 37,5 32 50 125 255,5
4 1,00 50 32 50 125 243
5 1,25 62,5 32 50 125 230,5
6 1,50 75 32 50 125 218
7 2,00 100 32 50 125 243
Branco 0,00 0,0 0,0 0,00 125 293

[S] =Concentragao do Substrato, ATChCI= Cloreto de Acetiltiocolina,
AChE=AcetilColinesterase,PBS= Tampao Fosfato.
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Ap6s a tomada da aborbancia, foi determinada a concentracdo da enzima expressa em

mmolL"', em cada tubo, pela equagio 2 .

Por fim calculamos a velocidade da reacdo (equagdo 2)

5X C 1
Equacdao2 C=( ) mmol.L

10%

C 4. -1
V =(——) mmol.L"".min
1min

A partir da concentragdo encontrada, em mmolL™, foi empregada no célculo da concentracdo
correspondente a 500 pL(volume do ensaio) como o ensaio foi realizado em 1 minuto, logo o
valor encontrado, mmolL’lmin, equivale a velocidade da reagdo enzimdtica.
4.6.1.Estudo cinético da AChE envolvendo os valores da velicidade velocidade inversa (1/V )

proporcional ao inverso da concentracdo do substrato. ( 1/S.)

ApOs encontrarmos as absorbancias, calcularmos as concentracdes do absorvente e as
P . 1. . L . . .
médias da velocidade em mmolL min, fizemos os calculos da velocidade inversa diretamente

proporcional ao inverso da concentracao de acordo com as tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Estudo cinético da AChE na auséncia de MC-LR (envolvendo velicidade inversa 1/V)

Tubo [s] 1/[s] ATChCl Abs412 Cocentracio em
pL mmol.L"

1 0,4 2,5 20 0,423 0,031

2 0,5 2,0 25 0,5032 0,037

3 0,75 1,33 37,5 0,5848 0,043

4 1,00 1,00 50 0,6392 0,047

5 1,25 0,8 62,5 0,6936 0,051

6 1,50 0,66 75 0,8568 0,063

7 2,00 0,5 100 09112 0,067
Branco 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00

[s]=Contentra¢cdo do Substrato em mmol.L™", 1/ [s]= Inverso da Concentracdo do substrato em mmol.L, ATChCl=
Cloreto de Acetiltiocolina.
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Tabela 5. Estudo cinético da AChE na auséncia de MC-LR (envolvendo velicidade inversa 1/V)

Tubos [s] 1/[s] ATChCl  Abssz Cocentraciao em
em pL mmol.L"!

1 0,4 2,5 20 0,6528 0,048

2 0,5 2,0 25 0,680 0,050

3 0,75 1,33 37,5 0,7344 0.054

4 1,00 1,00 50 0,7616 0,056

5 1,25 0,8 62,5 0,8296 0.061

6 1,50 0,66 75 0,8704 0,064

7 2,00 0,5 100 0,9240 0,068
Branco 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00

[s]=Contentragdo do Substrato em mmol.L™, 1/[s]= Inverso da Concentragdo do substrato em mmol.L, ATChCl=
Cloreto de Acetiltiocolina.

4.7 Preparo e Otimizacao de uso dos Biossensores

4.7.1. Preparo dos sensores

O preparo dos biossensores foi realizado pelo procedimento de imobilizacdo da enzima
por ligacdo cruzada com o glutaraldeido. Uma pasta enzimadtica foi preparada a partir da adi¢ao
dos reagentes apresentados na Tabela 6, a uma mistura obtida previamente pela adicdo de 100

uL de solucao de HEC (3%m/v) a 100 mg de grafite, seguida de homogeneizagao.

Tabela 6. Reagentes utilizados no preparo da pasta enzimdtica a ser aplicada no eletrodo de trabalho do

biossensor
REAGENTE VOLUME ADICIONADO PROPORCAO FINAL NA PASTA
ADICIONADO? ENZIMATICA, APOS
HOMOGENEIZACAO

Solu¢ao trabalho da enzima 90 uL Atividade relativa final:
AChE (volume determinado em funcdo 102 mU/g da pasta

da atividade relativa da AChE na

solu¢do de trabalho)
Solucao de glutaraldeido a 25 60 uL 16,5 % (m/m)
% (m/v)
Solucio de BSA a 3,2% (m/v) 10 uL 2,8 % (m/m)

*Adicdo feita a uma mistura de grafite e hidroxietilcelulose
AChE: Acetilcolinesterase; BSA: Soroalbumina Bovina.
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Em seguida, depositou-se manualmente 2 mg da pasta sensivel na regido de trabalho
composto de grafite e contendo os mediadores tetracianoquinodimetano (TCNQ) ou
fitalocianina de cobalto (CoPC) (Figura 13). Como os eletrodos podem conter os dois
mediadores eletroquimicos, 0 TCNQ ou CoPC, os sensores foram previamente testados por
voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria ciclica (VC) para se verificar o seu
potencial de tarbalho, uma vez que o mediador TCNQ origina potenciais em torno 100 mV e o
mediador CoPC gera potenciais em torno de 400mV. O biossensor foi levado a refrigeracio a
4°C durante 24h. Tempo e temperaturas ideais para fixa¢ao da enzima na superficie do eletrodo

(MENDONCA et. al, 2012; NUNES et. al, 2001).

Figura 13. Aplicacdo da pasta sensivel de AChE (EE) no eletrodo de trabalho do sensor.
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4.7.2 Otimizagdo dos Parametros Operacionais

Foram realizados testes envolvendo voltametria de pulso diferencial e voltametria ciclica
para avaliar o potencial de trabalho e escolha do mediador eletroquimico, os mediadores
eletroquimicos testados foram: tetracianoquinodimetano (TCNQ) e fttalocianina de cobalto
(CoPC) com a finalidade de se observar quais desses mediadores geravam potenciais mais
baixos. Segundo NUNES et. al (2014), o potencial de trabalho baixo é mais vantajoso para o
processo anddico pois impede a oxidagdo de possiveis espécies interferentes existentes nas
amostras.

Foi avaliado o efeito do pH sobre a atividade da enzima AChE (EE) numa faixa de
valores de pH entre 6,6 a 8,8, observando-se em quais desses valores a corrente permanecia
mais estavel.

As condi¢Oes operacionais foram otimizadas de modo que originassem valores de
corrente mais proximos a 200 nA, uma vez que trabalhar com correntes proximas a 200 nA
descartam a possibilidade de o sinal de corrente ser confundido com ruidos (NUNES et. al,
2014; MENDONCA et. al, 2012). Assim, foram testadas combinagdes de quatro concentracdes
de substrato ATChCI (1,0; 1,5;2,0e 2,5 mmolL'l), trés valores de carga enzimética (0,404;
2,02 e 4,04 mU/eletrodo), tendo sido entdo realizados, em triplicata, os ensaios
cronoamperométricos, ainda em auséncia do ativador MC-LR.

Também foram testados os tempos de corrida cronoamperométrica de 30 e 55s, e
verificada a estabilizacdo da corrente nas diferentes concentragdes do substrato nesses dois
tempos.

Para os testes de precisdo, foram realizadas 10 medidas cronoamperométricas com o
mesmo sensor e com sensores diferentes, de forma a se determinar a reprodutibilidade e a

repetibilidade, em termos de desvio padrdo relativo, nessas condicoes.

4.7.3 Otimizagdo do tempo de incubagdo

Antes dos testes de ativacdo com a enzima AChE imobilizada, foram realizados testes
para definir o melhor tempo de incubagdo com a MC-LR, ou seja, a partir de que tempo de

incubagdo poderiamos obter um melhor aumento da corrente.
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Inicialmente, foi registrado o sinal obtido por meio da medida cronoamperométrica a 100
mV do biossensor imerso em solugdo de substrato (ATChCI 2,5mmolL") e tampdo fosfato
pH=7.2. Logo apds, o biossensor foi lavado e seco e colocado em incubacgdo por 2, 5, 10 e 15
min em uma solucdo contendo o inibidor. Apés a incubagao, o eletrodo foi novamente lavado e
seco, medindo-se, entdo, o sinal da atividade enzimatica com o substrato.Observou-se entio,

qual tempo de uncubacio gerava melhor sinal de corrente.

4.8 Ensaios de Ativaciao da Enzima AChE imobilizada e Sensibilidade dos Biossensores

Foram realizadas medidas de voltametria de pulso diferencial, voltametria ciclica e
cronoamperometria, a fim de se avaliar o aumento da corrente por acdo das MC-LR em
biossensores. A porcentagem de ativacdo foi determinada pelo aumento da corrente, sendo esta

proporcional a concentracdo da MC-LR e determinada pela férmula:

Equacao- 3 AR (%)= (1-Io) X 100
I

Onde:

AR(%) = ativacao relativa;
I, = intensidade de corrente antes da ativacdo enzimadtica;

I = intensidade de corrente apds ativacdo enzimética.

Foram construidas curvas de ativacdo relativa percentual relacionando a concentracdo da
MC-LR e a ativagao relativa percentual AR(%), para biossensores e enzimas livres em solucao.
Os testes foram feitos por leituras cronoamperométricas em concentragdes crescentes de MC-
LR (0,5;2;4;8e40¢e 100 u gL'l), similarmente a faixa de concentra¢io adotada por CAMPAS
et. al, (2005) e GATANANTE, ESPIN, MARTY (2015) quando estes exploraram a inibi¢cdo da
fosfatase, ao invés da ativacdo da acetilcolinesterase. A sensibilidade do método foi avaliada
pelo cdlculo dos limites de deteccao e de quantificacdo, diretamente da curva analitica (ativagao

enzimatica versus conc. MC-LR).
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4.9 Ensaios de Recuperaciao em Agua Deionizada

Para avaliar a exatidio do método de deteccio da MC-LR pelo biossensor, foram
efetuados ensaios de recuperacdo em amostras de 4gua deionizada. As amostras foram
fortificadas com as seguintes concentracdes finais de MC-LR: 0,5; 0,8; 1,0, 2,0 e 4,0 ugL’l, e
deixadas em repouso por 2h, apds esse tempo, procederam-se os testes de ativacdo. Foi
registrada a corrente apds a reagdo com substrato e, posteriormente, o biossensor foi lavado e
mergulhado em solucdo com a MC-LR durante 10 min. O sinal eletroquimico foi novamente
tomado e a ativagdo relativa foi entdo determinada. Em seguida, o biossensor foi mergulhado
na amostra fortificada, procedendo-se a ativacdo de modo semelhante ao realizado utilizando o
padrdao. A porcentagem de recuperacdo foi obtida pela razdo entre a resposta do ensaio com a
amostra e a resposta do ensaio com a solucio padrdo, segundo a equacido que segue. Os niveis
de fortificacdo assemelham-se aos utilizados por CASSINI, ANTUNES E KELLER (2015) e
por SANCHES et.al (2007). Os ensaios de recuperagdo foram feitos em triplicata para cada

nivel de fortificacdo.

E 50- 4 % R . Resposta da amostra 100
Ao o Recuperacdo = Resposta do padrao )X

4.10 Monitoramento da MC-LR em Ambiente Aquatico Empregando os Biossensores

Foram coletadas amostras do Rio Bacanga, foram selecionados 7 diferentes pontos,
estrategicamente distribuidos em todo o seu percurso, em Sao Luis-MA. contemplando dreas
com e sem interferéncia da maré, bem como pontos com menor ou maior interferéncia
antropogénica. As amostras de &4gua foram armazenadas em frascos de polietileno,
hermeticamente fechados, e mantidos a 4 °C até o momento das andlises. A Tabela 7 apresenta

informacdes sobre os pontos amostrais, bem como seu georreferenciamento.



Tabela 7. Informagdes sobre os pontos tomados para amostragem em diferentes pontos do Rio Bacanga

Amostras COORDENADAS LOCALIDADE
S W3
Al 02°32'50.0" 44°18'16.1" Localizada a 50 metros da popula¢do Ribeirinha
com palafitas e Barcos de pescadores.

A2 02°32'52.1" 44°18'17.2" Distante 300 metros da margem da barragem do
Bacanga localizada no centro do Rio, na regido do
Anel Vidrio .

A3 02°32'51.3" 44°18'18.5" Localizada a 50 Metros da barragem do. bacanga,
préxima a avenida dos portugueses no estudrio

A4 02°32'53.3"  44°18'27.4" Local mais distante da barragem préximo a um
conjunto de casas brancas com uma grande varanda, e
outras de alvenaria.

AS 02°33'07.0"  44°18'35.5" Lugar localizado na entrada do Igarapé, as margens
esquerda do Rio Bacanga.

A6 02°33'02.4"  44°18'41.9" Localizado préxima a antiga Fabrica, onde uma
chaminé serve como referéncia.

A7 02°34'02.5" 44°18'42.0" Ponto de referéncia préxima a ultima curva direita do

Igarapé, ponto sem populacdo Ribeirinha visivel

Coletas realiadas no Rio Bacanga-Sao Luis-MA- entre os dias 19 e 20 de junho de 2016.

Bioma: Litoral.
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Para caracterizagdo fisico-quimica das amostras de dgua, foram determinados, os
seguintes parametros: pH e salinidade. As andlises foram realizadas, tendo sido empregado o

analisador multiparametro (U22-Series, Horiba), previamente calibrado.

Em seguida, as amostras foram analisadas pelo biossensor otimizado, mediante ensaios
de ativacdo da AChE ap6s incubacdo do biossensor em cada amostra. O aumento da
intensidade de corrente serviu de base para o calculo da ativagdo relativa percentual (AR%), foi

um indicador da presenca da MC-LR.

4.11 Ensaios de Recuperacao em Amostras de Agua: Estudo do Efeito da Matriz

As amostras de dgua coletadas no Rio Bacanga que ndo apresentaram valores de
Ativacdo Relativa percentual (AR%) e nem de Inibi¢do relativa percentual (IR%), foram
fortificadas com concentra¢des crescentes de MC-LR de 0,5; 0,8; 1,0; 2 ¢ 4 ugL"' e deixadas
em repouso por 24 h. Apds esse tempo, procederam-se aos testes de ativacao para comparamos
com os valores da AR% da curva contendo o padrdo, em processo semelhante ao descrito na no
item 4.10.Isso foi feito para se observar se os outros componentes das 4guas naturais seriam

capazes de alterar a resposta enzimatica

4.12 Analises Estatisticas

As andlises estdtisticas do presente trabalho foram realizadas aplicando o teste t de

Student empareado em um nivel de 95% de probabilidade (CALLEGARI, 2003).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Ativacao Inicial da Enzima Livre em Solucao

Dados da ativagdo relativa percentual obtidos apds as leituras cronoamperométricas com
as enzimas AChE e BChE testadas, revelaram que a enzima, AChE (EE), foi também aquela
em que mais se destacou, tomando-se como base uma atividade relativa percentual, AR%

maior que 10% (Tabela 8). As etapas seguintes foram realizadas utilizando-se essa enzima.
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Tabela 8. Valores da ativacio relativa percentual observados com as diferentes enzimas
colinesterases testadas

Enzima AR (%) 1 Io

AChE (GM)(80) 4,11 300,00 287,67
AChE (GM)(13-42) 4,65 350,00 333,72
AChE(GM)45) 5,27 400,00 378,92
AChE (GM)(22) 8,29 327,82 300,64
AChE (EB) 10,6 498,40 445,56
AChE (EE) 30.7 450,00 311,83
BchE 15,3 4005,5 339,22

AChE= Acetilcolinerase; GM=geneticamente modificada; EB=Eritrécito Bovino;

EH= Eritrécito

Humano, EE=;enguia elétrica, BChE=Butrilcolinesterase; n=3, AR(%) =Ativacgao relativa percentual;

I= corrente fianal; Io= Corrente Inicial.

Ativadores enzimaticos modificam a taxa de uma reagdo na qual eles ndo sdo substratos.

Sdo geralmente moléculas ou ions, podendo também ser outras enzimas. A sua acdo pode ser

reversivel ou irreversivel. Se ligados covalentemente, sdo irreversiveis. Os ativadores aceleram

as taxas da reacdo enzimdtica por promoverem o estado ativo do substrato ou da enzima

acelerando a transferéncia de elétrons. (BON, FERRARA ¢ CORVO, 2008)

5.2- Resultados dos Testes das Atividades Enzimaticas

Os resultados dos ensaios espectrofotométricos com as enzimas AChE (EE) mostraram

que a enzima AChE (EE) foi a que apresentou aos melhores valores de atividade enzimatica

com seguintes atividades especificas: 102 mU/mL e 0,408 mU/Eletrodo. Que significa as

miliunidades da enzima por mL de solu¢do bem como a miliunidades por eletrodo (quantidade

a ser fixada na superficie do eletrodo).

Uma vez que os céculos da atividade enzimatica foram feitos baseados em uma faixa

preestabelecida de 50 mU/mL a 200 mU/mL observou-se que os valores aqui encontrados

estdo dentro da faixa considerada como 6tima para atividade enzimatica,e revelou uma boa

interacdo ente enzima e substrato (MENDONCA, 2012).
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5.3 Interacao da Enzima AChE(EE) com o Substrato em presenca da MC-LR

A curva analitica foi tragada a partir das médias das correntes obtidas por medidas
cronoamperometricas, avaliando-se a interacdo da enzima AChE(EE) com o substrato e com a
MC-LR, sendo esta diluida em diversas concentrac¢des, tal curva comprovou o aumento da

corrente proporcional a concentragdo da MC-LR (Figura 14).

Figura 14. Curva de ativagdo da enzima AChE (EE) livre em solugdo pela MC-LR
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5.4 Estudo Cinético de Ativacao Enzimatica

A absorbancia do ensaio em branco encontrada foi igual a zero e para todos os outros
ensaios, os valores da absorbincia cresceram de forma proporcional a concentracdo do
substrato.

Segundo Bon, Ferrara e Corvo (2008), ativadores enzimaticos comportam-se como
catalisadores que auxiliam na ligacdo enzima-substrato, auxiliando ainda no transporte de
elétrons no caso das reagdes de oxi-reducdo (Figura 15).

Existem fatores que afetam as rea¢des enzimdticas atuando no mecanismo cinético dessas
reacOes, podendo aumentar ou diminuir a velocidade reacional, pela modifica¢do na estrutura
dos sitios das diferentes enzimas e, consequentemente, alterando a atividade catalitica, entre
eles, presenca ou auséncia de ativadores (CABRAL, J.M.S.; AIRES-BARROS, M.R.; GAMA,
M,2003; LONG, F.,M, 2009)
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Figura 15. Representacdo da formagdo do complexo enzimatico.

Enzima Substrato Complexo Enzimatico

§ -8

Fonte: SILVA, 2014.

Pode-se observar, através da relacdo concentracdo do substrato e velocidade da reacdo
nas Tabelas 9 e 10, que a velocidade da catalise da enzima AChE foi consideravelmente maior
do que sem a MC-LR; pode-se entdo afirmar que a MC-LR é um ativador da enzima
AChE,pois agiu sobre a atividade enzimética aumentando velocidade da reacdo de catalise do

substrato ATChCI.

Tabela 9. Estudo cinético da AChE na auséncia de MC-LR

Tubos [S]Mmol.L'1 Absa12 Concentracio em Velocidade em
mmol.L! mmol.L.min!

1 0,4 0,423 0,031 1,55.10”

2 0,5 0,5032 0,037 1,85.107

3 0,75 0,5848 0,043 2,15.107°

4 1,00 0,6392 0,047 2,35.107

5 1,25 0,6936 0,051 2,55.107

6 1,50 0,8568 0,063 3,15.107

7 2,00 0,9112 0,067 3,35.107

Branco 0,00 0,00 0,00 0,00

[S]Mmol.L": Concentracdo do Substrato Abs12 = Absorbancia em 412 nm

Tabela 10. Estudo cinético da AChE na presenca de MC-LR

Tubos [s]mmol.L'1 ADbs412 Concentracao Velocidade em
em mmol.L"! mmol.L " .min™

1 0,4 0,6528 0,048 2,4.107

2 0,5 0,680 0,050 2,5.107

3 0,75 0,7344 0.054 2,7.107

4 1,00 0,7616 0,056 2,8.107

5 1,25 0,8296 0.061 3,05.107

6 1,50 0,8704 0,064 3,2.107

7 2,00 0,9240 0,068 3,4 107

Branco 0,00 0,00 0,00 0,00

[SIMmol.L = Concentrac¢do do Substrato Abs12 = Absorbancia em 412 nm
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Observou-se ainda que os valores das absorbancias obtidas cresceram proporcionalmente
a concentracdo do substrato, assim como a concentracdo do produto e a velocidade da reagdo,
até um determinado ponto. Tal efeito estd de acordo com LEHNINGER (1989), que afirma que
a velocidade da reagcao enzimatica cresce de forma proporcional a concentragao do substrato até
um ponto no qual a velocidade ndo se modificard muito, mesmo que sejam adicionadas
quantidades crescentes de substrato havendo, pois, um efeito de saturacdo.Tal efeito acontece
quando todas as enzimas estdo encaixadas em seus substratos. Logo, no presente experimento a
partir da concentracdo de 2mmolL", observamos que as absorbancias para os ensaios na
presenca e auséncia de MC-LR tornaram-se préximas, assim como a velocidade da reacdo
enzimdtica para ambos os casos. Essa caracteristica pode ser melhor observada através das

curvas representadas pela Figura 16.

Figura 16. Sobreposi¢do das curvas de velocidade (com e sem MC-LR).

4,00E-05 - y= 2E-06x + 2E-05
» L
. 3,50E-05 R?=0,9905
E
£ 005 v = 3E-06x + 1E-05
= 2,50E05 - / R?=0,3789
o
E 200805
E
5 1,50E-05 #SemMC-LR
-E 1,008-05 B Com Microcistina
1]
T 500606 -
L]
Tz 0,00E+00 . . . .
= o 04 05 075 1,0 1,25 1,50 2,0
Contracio de ATChCl em mmol.L =

Através da Figura 15, observa-se também que hda um ponto de encontro para as

curvas de velocidade com e sem MC-LR, a partir da concentracdo 2mmolL ™.
A fim de verificar o comportamento acima descrito sobre a estabilidade da velocidade
enzimatica, a partir de uma determinada concentragdo, foram adicionadas 2 concentracdes
complementares acima de 2mmolL" 2,5 e 3,0 mmolL'l) e calculadas as absorbancias,a

concentracao do produto e velocidade da reacdo (em triplicata), segundo as Tabelas 11 e 12.



48

Tabela 11. Estudo cinético da AChE na auséncia de MC-LR com dois novos pontos

Tubos [s] Abss12 Cocentracao em Velocidade em
mmol.L"! mmol.L " .min™

1 0,4 0,423 0,031 1,55.10”

2 0,5 0,5032 0,037 1,85.107

3 0,75 0,5848 0,043 2,15.107

4 1,00 0,6392 0,047 2,35.107

5 1,25 0,6936 0,051 2,55.107

6 1,50 0,8568 0,063 3,15. 107

7 2,00 09112 0,067 3,35. 107

8 2,5 09114 0,067 3,35. 107

9 3,0 09111 0,0669 3,345.107

Branco 0,00 0,00 0,00 0,00

[S]Mmol.L"= Concentracdo do Substrato Abs12 = Absorbancia em 412 nm

Tabela 12. Estudo cinético da AChE na presenca de MC-LR com dois novos pontos

Tubos [s] Abss12 Concentracao em mmol.L’ Velocidade em
mmol.L " .min
1 0,4 0,6528 0,048 2,4.10”
2 0,5 0,680 0,050 2,5.107
3 0,75  0,7344 0.054 2,7.10”
4 1,00 0,7616 0,056 2,8.107
5 1,25 0,8296 0.061 3,05. 107
6 1,50 08704 0,064 32.107
7 2,00 0,9240 0,068 3,4 107
8 2,5 0,9241 0,067 3,45.107
9 3,0 0,9221 0,0669 3,445.107
Branco 0,00 0,00 0,00 0,00

[S]Mmol.L'1= Concentracdo do Substrato Abs12 = Absorbancia em 412 nm

Através dos dados das Tabelas 11 e 12, verificou-se que a partir da concentragdo de
2mmolL", mesmo em concentracdes crescentes do substrato ndo hd uma variacdo da
absorbancia e consequentemente da velocidade, o que pode ser também representado através

da Figura 17.
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Figura 17. Sobreposi¢do das curvas de Velocidade (com e sem MC-LR) incluido mais 2 pontos
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5.4.1 Dados da cinética da AChE por intera¢do com a MC-LR a partir da velocidade inversa

Fazendo-se os célculos da velocidade inversa (1/V) proporcional a concentragdo inversa

(1/[S]) do substrato obtivemos os dados apresentados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Estudo cinético da AChE na auséncia de MC-LR envolvendo velocidade inerversa

Tubo [s] 1/[s] ATChClem Abs4n Cocentracio em Velocidade em /v
pL mmol.L"! mmol.L.min

1 0,4 2,5 20 0,423 0,031 1,55.10° 6,4. 10*

2 0,5 2,0 25 0,5032 0,037 1,85.107 5,40.10"

3 0,75 1,33 37,5 0,5848 0,043 2,15.10° 4,6.10*

4 1,00 1,00 50 0,6392 0,047 2,35.107 42.10*

5 1,25 0,8 62,5 0,6936 0,051 2,55.107 3,9. 10

6 1,50 0,66 75 0,8568 0,063 3,15. 107 3,1. 10*

7 2,00 0,5 100 0,9112 0,067 3,35. 107 2,9. 10
Branco 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00

[s]=Contentra¢do do Substrato em mmol.L'l, 1/[s]= Inverso da Concentra¢do do subatrato em mmol.L, ATChCl=
Cloreto de Acetiltiocolina, 1/V=Inverso da Velocidade m mmol.L.min



50

Tabela 14. Estudo cinético da AChE na presenca de MC-LR envolvendo velocidade inversa

Tubos [s] 1/[s] ATChCl  Abssz Cocentracio em Velocidade em 1/V
em pL mmol.L; mmol.L.min

1 0,4 2,5 20 0,6528 0,048 2,4.107 4,1.10"
2 0,5 2,0 25 0,680 0,050 2,5.107 4,0.10*
3 0,75 1,33 37,5 0,7344 0.054 2,7.10° 3,7.10*
4 1,00 1,00 50 0,7616 0,056 2,8.107 3,5.10*
5 1,25 0,8 62,5 0,8296 0.061 3,05. 107 3,2.10*
6 1,50 0,66 75 0,8704 0,064 3,2.107 3,1.10*
7 200 05 100 0,9240 0,068 3,4 107 2,94.10"

Branco 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00

[s]=Contentracéo do Substrato em mmol.L™, 1/[s]= Inverso da Concentrag¢éo do substrato em mmol.L, ATChCl=
Cloreto de Acetiltiocolina, 1/V=Inverso da Velocidade m mmol.L.min

A partir das Tabelas 13 e 14, verificou-se que no estudo cinético da AChE de acordo

com a velocidade inversa (1/V), a velocidade decresceu de forma proporcional ao inverso da

concentracdo do substrato (1/[S]) colocando-se

em ordem crescente, observamos que as

velocidades tem pontos semelhantes na concentracao inicial, como observada na Figura 18.

Figura 18. Sobreposi¢do das curvas da cinética enzimadtica na presenca e auséncia de MC-LR
relacionando os valores do inveroso da velocidade 1/V e o inverso da concentracio do substrato 1/[S].
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Notou-se através das curvas representadas na Figura 15 que hd uma sobreposicdo da

curva sem MC-LR em relagdo a curva com MC-LR, como ja era esperado para esse tipo de

grifico, uma vez que envolve a velocidade inversa de ambas.
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5.4.2 Cdlculo da constante cinética da velocidade

Através dos valores acima obtidos com o estudo cinético, foi calculado o valor da constante da
cinética enzimatica, através da equacao de Michaelis-Menten (LEHNINGER,1989).

VU pi __VI‘HEIX [S]

(K)+ [S]

Consianie de Michaslis

Equacao- 5

A partir dos seguintes valores:
Vo=29. 10* mmol.L!.min™
Vmax=64. 10* mmol.L ! min™
Tem-se que:

Km=2,41

Segundo LEHNINGER (1989), valores de Km proximo a concentracao final do substrato,
indicam uma curva de atividade enzimdtica linear e demonstram uma excelente interagdo entre
enzima e substrato.

Através dos dados obtidos no estudo cinético observamos que a MC-LR aumenta a
atividade enzimdtica da AChE, funcionando como um ativador para essa enzima, os dados
foram obtidos a niveis de absorbédncia e valores da velocidade da reacdo, através de curvas
relacionando velociddae da reacdo na presenca e auséncia da MC-LR, observamos valores

maiores de velocidade na presenca dessa hepatoxina.

5.5 Otimizacao do biossensor

5.5.1 Escolha do mediador eletroquimico e potencial de trabalho

Testes de caracterizacdo eletroquimica revelaram que, utilizando o mediador
tetracianoquinodimetano (TCNQ), em pH 7,2, foi possivel realizar as medidas de corrente a um
potencial mais baixo, como se pode perceber na Figura 19. Observou-se ainda que o potencial
de trabalho (gerado pelo mediador CoPC (500 mV versus Ag/AgCl) foi muito maior em
relac@o ao potencial utilizando o mediador TCNQ (100 mV versus Ag/AgCl).
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Esse resultado concordou com o reportado por MENDONCA et. al (2012). A utilizagao de
valores menores de potencial de trabalho € preferivel, uma vez que eleminam a influéncia por

outros componentes da matriz (Nunes,2008)

Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial gerado nos testes de otimizacdo do sistema
empregando biossensores, modificados com CoPC e TCNQ. Sensores modificado com CoPC e
TCNQ respectivamente, em solugdo tampao fosfato, contendo o substrato ATChCI. Condig¢des
operacionais: tempo de estabilizag¢do: 3s; tempo de modulacdo: 0,05s; intervalo entre medidas:
0,1s; amplitude da modulacdo: 0,05055V. Velocidade de varredura 25mV st

7000 4 | VPD Utiizando o Mediador CoPC | | VPD com mediador TCNQ |
700n
600n 4
500n 4 600n
400n 4 500n 4
o 300n 4 p 400n 4
- £
200n 4 300n 4
100n 4 200n 4
0 100n -
-100n T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T T T 1
04 08 08 06 04 02 00 02 04 06 08
EN EN

5.5.2-Variagdo da corrente em fungdo do pH

A intensidade da corrente avaliada por cronoamperometria a um potencial de trabalho de
100mv permaneceu estdvel entre valores de pH 6,6 e 7,8 (Figura 20). Em meio bésico,
observou-se uma reducdo da corrente, fato esse ja explicado na literatura como estando
relacionado a desnaturagdo da AChE em valores distintos de neutralidade (MELO, 2008).
Optou-se, assim, por fixar o valor de pH em 7,2, por ser este mais utilizado em pesquisas com
biossensores a base de AChE e por reduzir as interferéncias eletroquimicas que possam estar

contidas na solucao (NUNES et. al, 2014; MENDONCA et. al, 2012).
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Figura 20. Variacdo da corrente em funcdo do pH.
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A atividade enzimadtica é fungdo direta das estruturas tercidria e quaterndria da enzima.
Todo tratamento que modifique a conformacdo da enzima, como aquecimento, alteracdo do pH
do meio e outros, modifica também a estrutura do sitio ativo, diminuindo suas propriedade

cataliticas (MELO, 2008; LEHNINGER, 1989).

5.5.3 Otimizacdo da concentracdo do substrato e da carga enzimdtica no eletrodo de trabalho

do biossensor

Apoés otimizagdo do potencial de trabalho descrita anteriormente, combinou-se a
concentracdo do substrato mais adequada a melhor carga enzimatica e calculamos as médias de
correntes geradas por essas combinagdes. Através do teste t Student, foi determinado, a 95%
de probabilidade, o limite de confianca, o t critico e o t calculado para cada uma das médias e
foi possivel estabelecer uma comparacao e observar se as médias das correntes estdo dentro de
um intervalo de confianca (CALLEGARI, 2003).

As médias de intensidade de corrente obtidas, bem como uma comparacdo dessas médias
pelo teste t de Student, a precisdo expressa pelos coeficientes de variagdo e a exatiddo pelos

intervalos de confianca s@o apresentados na Tabela 15.



54

Tabela 15. Otimizacio da concentracido do substrato e da carga enzimatica no eletrodo de trabalho do

biossensor

[ATChCI] Carga Enzimética  Corrente obtida IC Ccv

mmol.L! mU/Eletrodo I/nA (nA) %0
2,5 0,408 220 217,54—262,43 2
2,5 2,04 400 364,83— 435,17 3,35
2,5 4,08 500 464,58—534,42 1,2
2,0 0,408 150 144—155,8 2,35
2,0 2,04 350 344—356,34 2,72
2,0 4,08 400 375,12—424,87 5
1,5 0,408 140 115,13—164,87 7,14
1,5 2,04 300 287—312,43 1,18
1,5 4,08 400 375—424,87 2,5
1.0 0,408 100 75—124,87 10
1.0 2,04 300 266,97—333,03 4,42
1.0 4,08 450 461,97—483,03 2,95

*ATChCI =Substrato mU/Eletrodo =Carga Enzimética I/nA=Corrente nanoampers CV %= Coeficiente de
variacdo LC=Intervalo de confianca n=3. *Otimiza¢do visando a obter intensidade de corrente préxima a 200 nA.

Em geral, os dados apresentados na Tabela 15 demonstraram boa precisdo nas medidas,
com coeficientes de variacdo abaixo de 20%, considerados aceitdveis para esse tipo de estudo,
de acordo com SKOOG (2005). Além disso, observa-se que cada média estd enquadrada em
um intervalo de confianca relativamente pequeno.

Como dito anteriormente, € importante trabalhar com correntes proximas a 200 nA pois
esse valor de corrente descarta a possibilidade de o sinal ser confundido com um possivel ruido
ruido. (NUNES ezt. al, 2014; MENDONCA et. al, 2012). Podemos notar que a combinacdo que
originou corrente mais proxima a 200n/A foi a concentracdo de 2,5mmol.L" de ATChCl e a
carga enzimatica de 0,408 mU/Eletrodo (Tabela 16). Portanto, tais condi¢cdes foram fixadas
para as etapas seguintes do trabalho.

Mediante aplicacdo do teste t de Student empareado em um nivel de 95% de
probabilidade, foram feitas comparacdes estatisticas das combinagdes da concentragdo do
substrato versus carga enzimdtica que resultaram em valores de corrente mais adequados.

(Tabela 16).
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Tabela 16. Comparacdo entre as médias das intensidades corrente obtidas nos testes de otimizagao
concentracdo do substrato versus carga enzimatica

[ATChCI] Carga Enzimatica Corrente obtida
mmol.L! mU/Eletrodo I/nA

2,5 0,408 220 a

2,0 0,408 150b

1,5 0,408 140 b

1.0 0,408 100 ¢

Médias seguidas pela mesma letra na vertical, ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student em um nivel de

95% de confianga. n=3.

5.5.4.Estabilidade da corrente, obtida cronoamperometricamente em diferentes tempos

Ao comparar os tempos de corrida cronoamperométrica, foi possivel concluir que para o

N

tempo de 55s, houve uma maior linearidade da corrente a medida que a concentragdo do

substrato aumentou em comparagdo com o tempo de 35s (Figura 21). O tempo utilizado para a

finalizacdo das medidas foi entdo fixado em 55s.

Figura 21. Estabilidade da corrente, obtida cronoamperometricamente em diferentes tempos.
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Testes empregando enzima AChE (EE), mediador TCNQ, pH=7,2.

Tal estabilidade pode ser melhor observada através das curvas representadas na Figura 22
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Figura 22. Curvas de estabilidade da corrente, obtidas cronoamperometricamente em nos tempos de
30e55s.
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5.6 Testes de Precisao

Nos testes de precisdo, os resultados de estabilidade encontrados foram: CV= 8,32%,
n=10, para ensaios com o mesmo sensor € CV= 9,33%, n=10 para ensaios com sensores
diferentes, tais valores de coeficiente de variacao sdo considerados estatisticamente adequados
para esse tipo de protétipo, indicando que o biossensor € preciso (LI, 2013; WANG, 2011).

Biossensores utilizando enzima PP1A e PP2A para detectar tal analito demonstraram CV
variando de 8,40 % a 9,50%, demonstrando assim que os biossensores desenvolvidos no
presente trabalho estio em concordancia ou sdo mais precisos que os que tém sido
desenvolvidos na literatura (LIU e SUN, 2015; CAMPAS et. al, 2005; GATANANTE, ESPIN
e MARTY, 2005; LEFEBVRE, 2000).
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5.7 Ativacao da enzima AChE(EE) imobilizada e sensibilidade do biossensor

A ativacdoenzimadtica causada pela MC-LR, sobre a enzima AChE(EE), foi demonstrada
inicialmente pelos testes empregando voltametria de pulso diferencial, quando os ensaios foram
realizados em presenca desse contaminante. Ao se utilizar a voltametria ciclica (Figura 23),

confirmou-se tal comportamento.

Figura 23. Voltamogramas ciclicos obtidos com o biossensor a base de AChE (EE), na auséncia
e na presenca da MC-LR- Condi¢des operacionais: mediador eletroquimico: TCNQ; [ATChCl]
=2,5 mmolL™; pH = 7,2; tempo de corrida cronoamperométrica: 55s. Condi¢des operacionais:
tempo de estabilizacdo: 2 s; ndmero de scans: 2; velocidade de varredura: 100mVs™.
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As curvas de ativagdo relativa percentual relacionando concentragdo do analito e aumento
da corrente, tanto para enzimas livres em solucdo quanto para biossensores, demonstraram um
aumento da (AR %) proporcional ao aumento da concentragdo do analito, como podemos ver na

Figura 24.
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Figura 24. Sobreposi¢éo das curvas de ativacdo relativa (AR) para a enzima AChE(EE), proporcional a

concentracdo da MC-LR.
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Comparando-se as duas curvas de ativacdo, observa-se que aquela obtida com a enzima

imobilizada apresentou melhor coeficiente de correlagdo linear. Resultado semelhante foi

encontrado por GATANANTE, ESPIN e MARTY (2005), onde a proteina fosfatase (PP1A) foi

inibida pela MC-LR em concentra¢des variando de 0,1 a 100 ugL™". Os autores testaram a

proteina fosfatase livre e também imobilizada em um biossensor serigrafado, cujo eletrodo de

trabalho continha carbono ¢ o mediador TCNQ e verificou-se que a proteina imobilizada

mostrou melhores resultados de correlacdo estatistica.

No caso do biossensor, o valor de ativacdo pode ser obtido pelo contato direto da enzima

com o medidor eletroquimico na regido de trabalho do eletrodo impresso, uma vez que o

processo de imobilizagdo permite esse contato. A presenca do mediador no eletrodo de trabalho

permite uma rdpida transferéncia de elétrons, estando este ainda ligado diretamente a enzima, o

que facilita o processo de captacdo e medida da corrente elétrica gerada (MARQUES e

YAMANAKA, 2008).

Figura 25. Deteccio direta da tiocolina, utilizando mediador eletroquimico

e

Med (. Tiocolina (y, + 2H

Med (e Tiocoling .

Fonte: MARQUES e YAMANAKA, 2008.
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A Tabela 17 fornece uma comparacdo em relacdo a performance e a sensibilidade dos

ensaios de ativagdo utilizando a enzima livre ou imobilizada.

Tabela 17. Sensibilidade dos ensaios de ativagao da AChE (EE) livre e imobilizada, pela MC-LR
7

Método Curva R Faixa LD LQ
de trabalho u gL'1 u gL'1
ugL”!

Enzima Y =3,22x+15,53 0,968 0,5a40 0,62 2,07

livre

Enzima Y =3,9996x + 43,53 0,9995 0,5 a 100 0,27 0,91

imobilizada

LD = Limite de Detec¢do; LQ = Limite de Quantifica¢do; n = 3.

A maior sensibilidade comprovada por menores valores de LD e LQ, foi observada para
a enzima imobilizada. Essa maior sensibilidade também pode ser consequéncia do contato do
mediador e eletroquimico com a enzima AChE. NUNESer. al (2008) em um estudo
desenvolvido com enzimas AChE e BChE, utilizando biossensores serigrafados modificados
com CoPC, obtiveram resultados com alta sensibilidade e boa seletividade em diferentes
matrizes analisadas, com limites de deteccao de 0,657 e 0,452 mmolL‘l, para os analitos
carbaril e carbofuram, respectivamente. Neste caso, os autores exploraram a inibi¢do
enzimatica para deteccdo desses inibidores. Utilizando o mesmo principio da inibi¢ao relativa
da AChE por agentes anticolinesterdsicos, BUCUR et. al (2006) construiram um biossensor de
elevada sensibilidade a um pesticida carbamato; o sensor foi construido com pasta de carbono
modificada com TCNQ. Assim como no presente trabalho o potencial aplicado foi de
100mVvsAg/AgCl, e os autores obtiveram limites de detecgdo menores € mais precisos na
presenca do mediador.

Biossensores utilizando enzima PP1A livre e imobilizada para detectar MC-LR como os
desenvolvidos por Gatanante, Espin e Marty, (2015) que originaram valosres de LD 0,93 u gL‘1
e 0,52ugL”’ utilizando a enzima PP1A livre e imobilizada respectivamente, bem como o
biossensor desenvolvido por (CAMPAS et. al ,2005) utilizando a enzima PP2A que apresentou
LD 0,90 gL assim, os biossensores desenvolvidos no presente trabalho mostraram-se mais
sensiveis que os ja descritos na literatura para detec¢ao de MC-LR.

Além disso, no presente trabalho, o principio empregado foi o da ativagdo enzimatica,
ainda bem pouco explorado no campo dos biossensores. Como em todo trabalho envolvendo o
desenvolvimento de uma metodologia analitica para detec¢do de contaminantes controlados, a
sensibilidade é o parametro mais importante, além € claro da seletividade. O Ministério da

Satde, através da Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de 2011, estabeleceu o valor de 1ugL™
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como a concentra¢do méaxima admitida de microcistinas em dguas destinadas ao abastecimento
publico. Logo, o limite de deteccao encontrado para o biossensor desenvolvido no presente
trabalho utilizando a enzima AChE imobilizada, pode ser considerado excelente para o controle
de residuos do poluente MC-LR, uma vez que sdo menores do que valor mdximo permitido

pela legislagdo brasileira.

5.8 Exatiddo do método

Os ensaios de fortificacao resultaram em indices de recuperagdes variando entre 77,3 e
105,5% (Tabela 18). Tanto esses valores quanto os coeficientes de variagdo podem ser
considerados adequados para a metodologia utilizando biossensores, pois se considera aceitavel
coeficiente de variacdo em torno de 20% para amostras em niveis tracos, bem como

recuperacgoes na faixa de 70-120% (NUNES, 2011).

Tabela 18. Recuperacdes médias obtidas utilizando o biossensor otimizado*

Conc. MC-LR adicionada Recuperacao Coeficiente de Variacao
(ugl™h (%) (%)
0,5 83,3 13,8
0,8 73,3 4,3
1,0 105,5 2,5
2,0 95 5.5
4,0 92 2,5

*Fortificagdo em dgua deionizada. n = 3.

5.9 Monitoramento da MC-LR em aguas naturais utilizando o biossensor otimizado

A Tabela 19 mostra os valores de ativacdo da AChE,mediante uso de biossensores nos
pontos amostrados no Rio Bacanga. Em geral, esses valores podem ser considerados baixos,
pois encontram-se abaixo de 10%. Nesse trabalho, considerar-se-a o valor de 10% de ativacao
como sendo o limite, abaixo do qual se pode considerar o ambiente ainda ndo impactado pela
presenca de MC-LR. Isso posto, igualmente ao limite de 10% de inibi¢do para a detec¢do de

pesticidas inibidores das AChEs (SKLADAL, 1991).
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Tabela 19.Ativacdes relativas determinadas nas amostras de dgua coletadas em diferentes
pontos do Rio Bacanga, em Sdo Luis, MA, utilizando o biossensor otimizado

AMOSTRA Al A2 A3 Ad A5 A6 A7
ATIVACAO
DIRETA (AR%) 0 0 0 0 0 151% 4%

Curiosamente, foi observada, em vez de ativacdo, uma inibicao de 50% da atividade
enzimatica no ponto A3. Tal efeito pode estar relacionada a presenga de pesticidas na dgua
naquele ponto, ou mesmo outros inibidores, como metais pesados (SILVA, 2016), uma vez que
a drea apresenta pouca interferéncia da maré, mas sofre na realidade elevada interferéncia
humana, em virtude da localiza¢do de moradias, presenca de dreas de plantio, etc. Foi obervada
também uma ativagdo relativa percentual AR (%) de 4 % no ponto A7, drea sem interferéncia
da maré e reduzida interferéncia humana, o que indica possivelmente um inicio ainda
insignificante de geracdo de MC-LR pelas cianobactérias presentes. Contudo, faz-se necessdrio
um estudo mais detalhado para estabelecer a origem da inibicdo no ponto A3 e ativacdo no
ponto A7.

Uma grande parte do Rio Bacanga € ocupada pelas construcdes e residéncias de tijolos e
de taipa, bares e aterros para futuras ocupagdes. Logo, a ocupacdo desordenada, sem
planejamento, associada a falta de aplicacdo dos dispositivos legais constantes na legislacao
ambiental vigente, ocasionaram significativas alteracdes do referido rio até os dias atuais,
implicando ainda na presenca de organofosforados afetando assim, o ecossistema local

(COSTA et. al, 2014).
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5.10 Resultados da caracterizacao Fisico-Quimica das Amostras Ambientais

A Tabela 20 apresenta os valores de pH e salinidade das amostras coletadas no Rio

Bacanga.
Tabela 20. Caracterizacio das amostras em valores de pH e salinidade
pH Salinidade

Ay 7,11 2,22%
A, 7,0 1,95%
A; 4,37 1,90%
Ay 55 1,95%
As 6,30 1,96%
Aq 7,05 0,125

A, 7,11 0,50%

Verifica-se que as amostras Aj, A, As, As € A7 apresentam pH dentro da faixa
considerada estdvel para a acetilcolinesterase. A amostra A3 apresentou pH abaixo da faixa de
estabilidade para a acetilcolinesterase pH < 6,9 o que pode ter contribuido para gerar inibi¢do
relativa e ndo ativacdo relativa .A amostra A4 também apresentou pH abaixo da faixa de
normalidade da acetilcolinesterase, porém em outros trabalhos como os de (SILVA,2016;
SILVA, 2011; SANTOS e ZANELLO,2016) esse valor ndo contribui para gerar inibigdo
relativa percentual, concordando com o presente trabalho, onde ndo houve inibicio nem
ativacdo relativa percentual, o que indica ser uma 4rea sem contaminagdo aparente.

O ponto As apresentou o pH 6,90, ou seja, dentro da faixa aceitavel para a AChE, e ndo
apresentou IR% nem AR%, consequentemente também parece estar livre de contaminacao.

Os pontos Ag e Ay apresentaram uma ativacao relativa percentual, porém abaixo de 10%,

mas pode indicar a presenga ainda diminuta de microcistina—-LR. O pH 7,05 e 7,11,
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respectivamente, descartam a possibilidade de inibi¢do gerada pelo excesso de H, uma vez que
sdo valores 6timos para a catélise da AChE.

A legislacdo brasileira ndo dispde a cerca dos valores de salinidade adequados, no
entanto, alguns autores como SANTOS (2009) e VIDAL er. al (2005), relatam que este
parametro resulta das caracteristicas mineraldgicas da regido. As regides A, Az, A4 e As
apresentaram valores de salinidade semelhantes (em torno de 1,9%), tendo a regido As
apresentado inibicdo relativa diferindo das demais regides que ndo tiveram nenhum tipo de
atividade sobre a enzima AChE, demonstrando assim que a salinidade ndo influenciou

significativamente nos resultados obtidos.

5.11 Fortificacio e recuperacao das amostras ambientais

Antes da realizacdo de cdlculos de recuperacdo das amostras A A, As As, foram

encontrados os valores de ativacdo relativa percentual para cada nivel de fortificacdo em

triplicata. Os valores das médias das ativagdes relativas para cada amostra e para cada nivel de

fortificacdo estdo representados na Tabela 21.

Tabela 21. Ativagoes relativas geradas pela fortificagdo das amostras ambientais

MC-LR Aq As A4 As
pg. Lt AR% AR% AR% AR%
0,5 9,10 10,5 8,8 9,7
0,8 12 11 10 11,8
1,0 22,1 22,8 17 22,3
2,0 20,5 19,5 19 20

4,0 22 22,5 20 27,25
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5.11.1 Recuperacdo das amostras ambientais

As Tabela 22 mostra os resultados oriundos dos testes de recuperacdo das amostras A,

Ay Ase Asem cada nivel de fortificacdo.

Tabela 22. Recuperacdes obtidas nas amostras de dgua A A, A4, As coletadas no Rio Bacanga, em

Sao Luis-MA.
MC-LR Recuperacio AR %
pg.L” Ay A, A4 As
0,5 84,1 87,5 73,3 80,83
0,8 80 73,3 66,6 76,6
1,0 100,45 103,6 77,27 101,36
2,0 97,6 92,8 90,4 95,2
4,0 88 90 80 90,1

Os pontos apresentaram bons valores de recuperacdo. O ponto A4 apresentou valores mais
baixos que 70% para a concentragdo de 0,8 u gL'l, porém para os outros niveis de fortificacao
os valores estdo dentro da faixa aceitavel. Pois se considera aceitdvel coeficiente de variagdao
em torno de 20% para amostras em niveis tragos, bem como recuperacdes na faixa de 70-120
(NUNES et. al, 2001). Esses valores mais baixos no ponto A4 parecem estar relacionado ao pH
da amostra menor que 6,9.

Podemos observar a relagdo entre as recuperacdes obtidas em dgua deionizada e as
recupperacdes obtidas nas amostras A; Ay AsAs através das curvas representadas nas figuras

26 a 28.
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Figura27-Sobreposicdo das Recuperacdes Obtidas com dgua deionizada e nas Amostras
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Pelas figuras 26 a 28, observou-se que nao houve grandes variacdes nas recuperacdes
obtidas nas amostras e na dgua deionizada, com excessdo da amostra A, que apresentou
valores menores de AR% como ja discutido anteriormente .ISSO pode ser gerado pelo seu pH
menor que 6,9. Os resultados demonstram assim, pouca influéncia das propriedades
da matriz da amostra sobre o processo envolvido na medida do sinal analitico.

Em trabalho realizado por Silva, (2016), com biossensores enzimdticos a base de
Acetilcolinesterase para deteccdo de pesticidas,os autores observaram insiginificante efeito
matriz de 4guas subterraneas também. Ja a pesquisa realizada por FAYAD et. al,(2007) com
cromatografia liquida para detec¢do de microcistinas, encontraram menores valores de
recuperacdo em amostras coletadas em rio comparados aos valores de recuperacdo usando dgua
deionizada dopada com o padrao de MC-LR.

Com base na literatura, pode-se considerar o método de detec¢do baseado no uso do

biossensores aqui desenvolvido, um método de elevada exatidao.
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6-CONCLUSAO

O presente estudo objetivou desenvolver biossensores amperométricos a base da AChE
para detec¢do de microcistinas, para desenvolvimento desse biossensor algumas condicdes
operacionais, tais como potencial de trabalho, mediador eletroquimico, pH do meio e
concentracdo do substrato, foram otimizadas. Utilizando o mediador tetracianoquinodimetano
(TCNQ), em pH 7,2, foi possivel realizar as medidas de corrente a um potencial de trabalho
relativamente baixo (100 mV). Os ensaios de ativacdo enzimdtica revelaram que todas as
enzimas testadas foram ativadas na presenca da MC-LR, sendo que a enzima AChE-EE
apresentou melhores resultados de AR % (>10 %), tendo sido obtidos valores de AR %
diretamente proporcionais a concentracao da MC-LR.

Os testes utilizando enzimas imobilizadas na superficie da regido de trabalho de eletrodos
impressos demonstraram melhores resultados do que aqueles realizados com a enzima livre em
solucdo, uma vez que a imobilizagdo da enzima AChE em contato direto com o mediador
TCNQ conferiu ao biossensor um excelente desempenho, no que tange & sensibilidade e a
velocidade das respostas cronoamperométricas, além de adequadas estabilidade e
reprodutibilidade.Além disso, biossensor mostrou-se preciso coeficiente de variagdo (CV ~
8,3%) e sensivel limite de detec¢do e quantificagdo (Ld e LQ de 0,27 pg L' e 1,66 ug L',
respectivamente).

O biossensor desenvolvido foi empregado na detec¢do de microcistinas-LR em &dguas
naturais, coletadas no Rio Bacanga, Sdo Luis-MA. Foram obtidas adequadas recuperacoes
médias, comprovando a eficiéncia na detec¢do destes contaminantes em amostras reais.
Ressalta-se que nas 4dreas analisadas ndo foram observadas alteracdes que pudessem
comprometer a qualidade dos ecossistemas.

De modo geral, o biossensor construido demonstra ser uma op¢ao inovadora, ja que opera
por ativacdo enzimatica na detec¢do de MC-LR. O biossensor é adequado para monitoramento
ambiental, sendo ainda economicamente vidvel, em comparacdo com o custo envolvido na
construgdo de biossensores a base de proteina fosfatase ja descritos na literatura.

Esse trabalho representa uma contribui¢do a Quimica Ambietal, bem como aos orgdos
oficiais de controle da satde publica, j4 que os biossensores aqui desenvolvidos permitem
detectar e presenca de microcistinas em tempo real e com a compatibilidade exigida para esse

tipo de avaliacdo. E, pois, uma contribuicio com a qualidade de vida.
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