O i

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
DEPARTAMENTO DE OCEANOGRAFIA E LIMNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM OCEANOGRAFIA

ISABELA GUTERRES PINTO PAULO

APROVEITAMENTO E APLICACAO DE SERINOPROTEASES DE Genyatremus
Iuteus EM BIOSSENSOR PARA DETECCAO DE METAIS EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

SAO LUIS
2018



ISABELA GUTERRES PINTO PAULO

APROVEITAMENTO E APLICACAO DE SERINOPROTEASES DE Genyatremus
luteus EM BIOSSENSOR PARA DETECCAO DE METAIS EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Dissertagdo apresentada a banca
examinadora do Programa de Pés-Graduacdo em
Oceanografia da Universidade Federal do Maranhao,
como um dos requisitos para obten¢do do titulo de
Mestre em Oceanografia. Linha de Pesquisa:
Biodiversidade e Ecologia de Ecossistemas
Aquiticos. Area de concentragdo: Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Talita da Silva Espdsito.

SAO LUIS
2018



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Mucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

Paulo, Izabela Guterres Pinto.

Aproveitamento e Aplicacdo de Serinoproteaszes de
Genyatremuz luteus em Biozszenszor para Deteccioc de Metais
em Amostras Ambhientais / Isabela Guterres Pinte Paule. -
2014.

51 £.

Orientador{a): Talita da Silva Espdsito.

Dizsertacdoc (Mestrado) - Programa de Pds-graduacdoc em
Oceanografia, Uniwversidade Federal do Maranhdo, S3oc Luis,
2018.

l. Aprovelitamento de residucs. 2. Haemulidae. 3.
Monitoramento ambiental. 4. Serincprotease. I. Espésito,
Talita da Silva. II. Titulo.




APROVEITAMENTO E APLICACAO DE SERINOPROTEASES DE Genyatremus
Iuteus EM BIOSSENSOR PARA DETECCAO DE METAIS EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Esta dissertacdo foi apresentada como parte dos requisitos necessdrios para obten¢ao
do grau de Mestre em Oceanografia, linha de pesquisa: Biodiversidade e Ecologia de
Ecossistemas Aqudticos. Outorgado pela Universidade Federal do Maranhdo, e em cuja
Biblioteca Central encontrar-se-4 a disposicao dos interessados.

Aprovadaem: 06/02/2018

Profa. Dra. Talita da Silva Esp6sito (Orientadora)
Doutora em Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Marianna Basso Jorge
Doutora em Fisiologia Animal Comparada
Universidade Federal do Maranhao

Profa. Dra. Gilvanda Silva Nunes
Doutora em Quimica
Universidade Federal do Maranhao



Dedico aos meus pais, por me
incentivarem e por me mostrarem
sempre o0 melhor caminho a seguir.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelos ensinamentos e gragas que tem proporcionado em minha vida. Por guiar meus
passos, me amparar nos melhores e piores momentos, me dar for¢a, discernimento e coragem.

Por estar a meu lado, sendo meu aliado em todas as batalhas.

Aos meus pais, por serem meu porto seguro € meus maiores exemplos, por me ensinarem a
cada dia o valor da familia e o qudo grande € a forca de uma familia quando permanece unida
nos enfrentamentos e batalhas da vida. Por estarem sempre a meu lado, me apoiando e

incentivando meu crescimento.

Ao meu namorado, pelo companheirismo, apoio e compreensao. Por ter sempre uma palavra de

carinho e ser um constante incentivador do meu crescimento.

A Universidade Federal do Maranhdo que, por meio do Programa e P6s Graduacio em

Oceanografia permitiu meu crescimento profissional e intelectual.

Ao Nucleo de Andlise de Residuos de Pesticidas (NARP), aos integrantes e ex-integrantes
Marlon e Laiane e a coordenadora do referido Nucleo, Profa. Gilvanda Nunes, por terem me
auxiliado e contribuido de forma tdo significativa para este trabalho, disponibilizando o

Laboratdrio e seus equipamentos para realizacao das andlises.

Ao BIOAqua e suas ex-integrantes Suanny, Nathalie, Rafaela e Ana Kate, pela receptividade
com a qual me receberam no laboratério, pela troca de conhecimentos e disponibilidade de me
repassarem seus ensinamentos e principalmente pela amizade formada ao logo desses dois anos.

Sou eternamente grata.
A Profa, Talita da Silva Espdsito, pela oportunidade.

Enfim, meus profundos agradecimentos, a todas as pessoas que contribuiram direta ou
indiretamente para a conclusio deste trabalho e avango deste novo passo da minha carreira

profissional.



“Feliz aquele que transfere o
que sabe e aprende o que
ensina”.

Cora Coralina



RESUMO

Metais sdao poluentes ambientais de ampla ocorréncia em todo o mundo. Devido a sua
periculosidade, faz-se necessdrio o desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis de
deteccao. Neste trabalho, foi construido um biossensor mediante imobilizacao de uma fracdo
rica em tripsina (FRT) extraida dos cecos piléricos do Genyatremus luteus no eletrodo de
trabalho de um sensor serigrafado. Foram realizados ensaios com a FRT livre em solucdo e
imobilizada em sensor, de forma a verificar sua atividade. Ap6s otimiza¢do das condi¢des
operacionais, tais como concentragdo do substrato, pH do meio, tipo de imobilizacao
enzimadtica, entre outras, o biossensor foi caracterizado mediante voltametria de pulso
diferencial e cronoamperometria, tendo sido em seguida determinadas as seguintes figuras de
mérito: linearidade, precisdo, sensibilidade e exatiddo. No estudo cinético, foi observado um
aumento crescente na atividade da tripsina com a concentragdo do substrato, até estabilizacdo
em uma concentracdo média de 0,178 mmol.L!. Os resultados indicaram bom desempenho
para a FRT de G. luteus com relagdo a linearidade (para os metais), a repetibilidade (CV médio
de 15,61% + 2,0% entre intramedidas) e a sensibilidade (com limites de detec¢do de 0,029,
0,025 e 17,6 u.L!, para os metais Hg, Fe e Zn, respectivamente). Os resultados evidenciaram
que a FRT extraida de G. luteus pode efetivamente ser empregada na obtencao de biossensores
altamente sensiveis e reprodutiveis voltados para a deteccao/quantificacdo de metais no meio

aqudtico.

Palavras-chave: monitoramento ambiental, aproveitamento de residuos, serinoprotease,

Haemulidae.



ABSTRACT

Heavy are widespread environmental pollutants worldwide, and because of their hazardous
nature, it is necessary to develop rapid and sensitive detection methods. In this work, a biosensor
was constructed by immobilization of a trypsin rich fraction (FRT) extracted from the pyloric
cecum of the Genyatremus luteus on the working electrode of a silkscreen sensor. Assays were
performed with the free enzyme in solution and immobilized in a sensor, in order to verify its
activity. After optimization of the operating conditions, such as substrate concentration,
medium pH, type of enzymatic immobilization, among others, the biosensor was characterized
by differential pulse voltammetry and chronoamperometry, and the following merit figures
were then determined: linearity, precision , sensitivity and accuracy. n the kinetic study, an
increase in trypsin activity with substrate concentration was observed until stabilization at a
mean concentration of 0.178 mmol.L-1. The results indicated good performance for the FRT of
G. luteus with respect to linearity (for metals), to repeatability (mean CV of 15,61% + 2,0%
between measurements with different biosensors) and sensitivity (with detection limits of
0.029, 0.025 and 17.6 p.L-1, for the Hg, Fe and Zn, respectively). The results showed that FRT
extracted from G. luteus can effectively be used to obtain highly sensitive and reproducible

biosensors for the detection / quantification of metals in the aquatic environment.

Key words: environmental monitoring, waste utilization, serine protease, Haemulidae.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 TECNOLOGIAS LIMPAS

Em décadas anteriores, as empresas tinham como foco a maximizacdo do retorno
financeiro aos seus acionistas. Entretanto, a partir de 2000 foram influenciadas por um ambiente
de concorréncia global e pressdes por adequacdes legais relacionadas as questdes ambientais e
sociais. Assim, o foco voltou-se para a incorporacdo destas temdticas em seus processos de
negocio. Os processos produtivos nas organizacdes atuais passaram a adotar a efici€ncia
econOmica e a responsabilidade social e ambiental (OLIVEIRA-NETO et al, 2015).

Essas atividades sustentdveis atualmente adotadas compdem o conceito de Producdo
Mais Limpa ou Tecnologia Limpa, que trabalham de modo a minimizar os impactos predatorios
das atividades produtivas ao meio ambiente. Estas abrangem técnicas e disciplinas que orientam
empresas na adocdo de producao mais limpa, acdes de prevengdo de perdas e poluicao, reducao
no uso de recursos, melhorias na ecoeficiéncia e reducao de residuos de industrias e embalagens
na fonte (OLIVEIRA-NETO et al, 2015; FONSECA, 2015).

As industrias piscicolas demandam de Producdo Mais Limpa, devido a presenca de
residuos ricos em compostos organicos € inorganicos, os quais geram preocupacao relativa aos
potenciais impactos ambientais negativos, j4 que as dguas residuais apresentam solidos
suspensos totais e elevadas demandas quimicas e bioquimicas de oxigénio, o que contribuem
para a contaminacdo do meio aqudtico. As tecnologias limpas geradas com os residuos de
pescado visam a obtencdo de produtos de valor agregado e reduc@o dos residuos gerados na
industrializacdo dessa matéria-prima, como aproveitamento para consumo animal (silagens,
compostagens € outros), aproveitamento para consumo humano (produtos derivados de
pescado) e aproveitamento para a industria (enzimas, biodiesel e outros) (FELTES et al, 2010).

O processamento do pescado gera muitos residuos, como cabega, cauda, pele, 0ssos e
visceras, geralmente langados no ambiente sem tratamento prévio e ndo apresentam valor
comercial. Sendo assim, geram um problema para a industria de pesca e a sua disposi¢do tem
grande impacto econdmico e ambiental. Este desperdicio € considerado como uma das fontes
mais ricas de enzimas proteoliticas, sendo possivel a recuperacdo de 1g da enzima por 1kg de
visceras (BEZERRA et al., 2001; GILDBERG ¢ OVERBO, 1990).

Diversos estudos mostram que estes subprodutos da industria pesqueira sdo passiveis
de aplicagdo em muitos segmentos industriais: na alimentacao animal (ESTEBAN et al., 2006);
na produgdo de biodiesel/biogds (LANARI e FRANCI, 1998); na incorporacdo de produtos
dietéticos (quitosana) (GILDBERG e STENBERG, 2001); na producio de pigmentos naturais
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(SACHINDRA et al., 2006); embalagens de alimentos (quitosana, gelatina e coldgeno)
(ARVANITOYANNIS et al.,, 1998; CARVALHO et al., 2008); na obtencdo de enzimas,
principalmente proteases (BEZERRA et al., 2001; BEZERRA et al, 2005; COSTA et al., 2013;
ESPOSITO et al., 2009a; ESPOSITO et al, 2009b; ESPOSITO et al, 2010; FREITAS- JUNIOR
etal., 2012; MARCUSCHI et al., 2010; SILVA et al., 2011; SOUZA et al., 2007) e na industria
farmaceéutica e de cosméticos (coldgeno) (BENJAKUL et al., 2010; LIU et al., 2012).

1.2 ENZIMAS

As enzimas foram descobertas no século XVIII, quando houve o inicio de estudos
sobre digestdo de alimentos. No século XIX, Pasteur estabeleceu o conceito de enzimas como
células vivas, porém a denominac¢ao enzima (grego: “em leveduras”) s6 foi exposto por Khune
em 1878, sendo que os trabalhos de purificagdo de enzimas s6 comecaram apds 1920. As
enzimas sao em maioria proteinas que catalisam reagcdes bioldgicas; estas possuem um centro
ativo que € o local onde sdo processadas as reagdes com seus substratos especificos, porém
trabalham sob condicdes ideais de pH, temperatura e pressdo (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA,
2002; ANDRADE, 2006).

Por serem catalisadoras as enzimas aceleram reacOes promovendo alcance de
equilibrio sem altera-las, a partir da diminui¢do da energia de ativacao. Essa catalise da reacao
quimica com o reagente estruturalmente similar (substrato) garante o uso das mesmas em
biossensores devido sua especificidade e propriedades cataliticas. Sendo que, as reacdes
catalisadas por enzimas, podem ser usadas para determinacdo de substratos, ativadores,
inibidores, e a propria enzima (ANDRADE, 2006; BRITO et al, 2016).

As proteases compdem a classe de enzimas mais utilizadas no mundo, respondendo
por 60% da produgdo de enzimas totais, mundial (GUPTA et al, 2002). Devido a diversidade
de aplicagdes que estas proteinas, principalmente, proteases alcalinas, t€ém em vdrias industrias,
por exemplo, alimentos, detergentes, produtos farmacéuticos (ESP()SITO et al., 2009a;
KLOMKLAQO et al., 2005). Vérios estudos relatam que visceras de peixe podem ser usadas
como uma importante fonte de proteases alcalinas (BEZERRA et al., 2005; KHANTAPHANT
e BENJAKUL, 2010; KLOMKILAO et al., 2009; SOUZA et al., 2007), sendo uma alternativa
quando o objetivo é¢ minimizar a perda econdmica e perigos ecolégicos causados por residuos

(BOUGATEEF et al, 2007; SOUZA et al, 2007).
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Os inibidores das enzimas sdo moléculas que interagem com as enzimas ou compostos
que quelam f{ons i0nicos requeridos pela enzima para manter a sua conformacao
(WANDERLEY et al, 2017).

A tripsina (EC. 3.4.21.4) estd presente em peixes como isoenzimas, apresentando
essencialmente a mesma especificidade comparado as tripsinas de mamiferos (CASTILLO-
YANEZ et al., 2005). Como outras serinoproteases, a tripsina se caracteriza por possuir um
residuo de serina no sitio ativo, por apresentar o maior nivel de atividade nos valores de pH
entre 8,0 e 11,0 e em temperaturas de 35° — 45°C, por serem inibidas ou desestabilizadas em
pH abaixo de 5,0 e acima de 11,0 na presenca de diisopropil-fluorfosfato (DFP), fluoreto fenil-
metil-sulfonil (PMSF), inibidor de tripsina de soja (SBTI) e de aprotinina. A tripsina hidrolisa
substratos sintéticos como N-o-benzoil-L-arginina-p-nitoanilida (BApNA) e tosil-arginina-
metil-€ster (TAME) (WHITAKER, 1994; SIMPSON, 2000), sendo esse o principio bioquimico
que fornece base para métodos colorimétricos praticos voltados a determinagdo da velocidade
de catdlise por espectrofotometria.

Ao longo das ultimas décadas, tripsinas obtidas a partir de visceras de peixes tém sido
extraidas, purificadas e caracterizadas. As tripsinas de peixes tropicais estudadas por
GUIZZANI et al. (1991), BEZERRA et al. (2001; 2005), KISHIMURA et al. (2006),
KLOMKLAQO et al. (2007), SOUZA et al. (2007), SILVA et al. (2011), FREITAS-JUNIOR et
al. (2012) e COSTA et al. (2013) demonstraram ser termoestaveis, com alta atividade em pH
alcalino e sensivel a metais.

O processo de purificagdo de enzimas possui inumeras etapas pré-definidas que
passam por métodos cuidadosos e tem como func¢do distinguir proteinas com base na sequéncia
de aminodcidos, no conteddo de carboidratos e lipidios da estrutura tridimensional e na sua
atividade bioldgica (BIAZUS et al, 2010). Geralmente as enzimas sdo purificadas utilizando-se
um dos varios métodos de cromatografia (filtracdo em gel, troca i0nica, interacao hidrofébica
ou afinidade) porém, além desses também podem ser utilizados métodos tradicionais de
extracdo enzimdtica como: precipitacio com sulfato de amodnio, ultrafiltracdo, extracdo de

tampao Tris-HCl, entre outros (WANDERLEY et al, 2017).
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Figura 1: Enzima Tripsina (E.C 3. 4. 21. 4). (Foto: www2.biogmed.uftj.br/enzimas)

1.3 Genyatremus luteus (Bloch, 1790)

A espécie Genyatremus luteus, vulgarmente conhecido como peixe-pedra &
proveniente da familia Haemulidae e caracteristico de ambientes costeiros com substratos
consolidados, porém mantem habitos demersais. Sua distribui¢cdo abrange regides abaixo das
Antilhas e a costa norte da América do Sul, da por¢do leste da Colombia até o Brasil. Sua
fisiologia compde-se por cabeca pequena, boca com dois poros metonianos, pré-opérculo
serrado até o angulo, corpo ovalado e comprimido, nadadeira caudal emarginada, nadadeira
dorsal com 13 espinhos e 12 raios, sendo que o quinto raio € mais alongado e a nadadeira anal
com 11 raios (NUNES e MENDONCA, 2008).

A captura do peixe-pedra é desempenhada em sua maioria pela pesca artesanal
(utilizando como arte de pesca a linha de mao) e em alguns casos a mesma aparece como fauna
acompanhante na captura do Litopenaeus shimith (ALMEIDA, NUNES e ALVES, 2005; DIAZ
LUGQO et al, 2015). Tem grande valor comercial, palatabilidade e aceitacao pela populacdo e
apresenta estdgio IIl a IV de maturagdo na maior parte do ano (GOMEZ, GUZMAN e
CHACON, 2002), trata-se, pois, de uma espécie abundante em seu habitat.

ALMEIDA et al (2005) afirmam que o G. luteus (FIGURA 2) em seu espectro tréfico
¢ eurifdgico e oportunista, ndo havendo preferéncia em sua alimentacdo e que a grande

abundancia de um determinado item pode estar na sua grande oferta ao meio.
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Figura 2: Genyatremus luteus (foto: http://www.fishbase.us)

1.4 BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS

Biossensores sdo sensores modificados com material biolégico (MARQUES e
YAMANAKA, 2008). Essas ferramentas garantem suplementar técnicas existentes, pois
promovem a seletividade, baixo custo de construcdo e estocagem, facilidade de automacao,
potencial de miniaturizacdo, construcdo de equipamentos simples e portiteis para
monitoramento “on site” (ROSATTO et al, 2001), baixo nivel de interferentes para o
sensoriamento de micropoluentes, especificidade, tempo de resposta e de vida util,
reprodutibilidade e exatidao das medidas (OLIVEIRA, 2013). A definicdo deste equipamento
se d4 como um dispositivo analitico composto de um elemento biolégico de reconhecimento
intimamente com o transdutor.

O elemento de biorreconhecimento ou bioreceptor (enzimas, microbios, organelas,
células animais ou vegetais, anticorpos, dcidos nucleicos, DNA, entre outros) (MARQUES et
al, 2006) incorporado ao sensor e o método de transducdo do sinal (eletroquimico, ptico,
térmico, piezelétrica, etc.) que determinam as medidas.

Os biossensores eletroquimicos dividem-se em amperométricos (a corrente resultante
¢ medida continuamente a partir do potencial aplicado entre os eletrodos de trabalho e
referéncia), potenciométricos (medida da densidade de carga da superficie do eletrodo de
trabalho em relacdo ao eletrodo de referéncia), condutimétrico (variacdo nas medidas de

condutancia, resultante de produtos da reacdo catalitica) e impedimétricos (medidas das
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propriedades elétricas resultante dos eventos de biorreconhecimento na superficie do trabalho)
(OLIVEIRA, 2013).

A reacdo de ativacdo deste dispositivo da-se a partir do analito, contido na amostra
fluida, esta, ao entrar em contato com o elemento de biorreconhecimento imobilizado na
superficie do sensor, produz uma mudanga fisico-quimica (variacio de calor, indice de refragao,
resisténcia, capacitancia, etc.), sendo identificada por um transdutor. O sinal adquirido é
processado, mostrando se o analito foi ou nio detectado (MARQUES et al, 2006) ou seja, o
biossensor ird converter um evento biolégico em um sinal detectdvel, pela acdo de um
transdutor e um receptor (SILVA, 2010; SILVA et al, 2011).

Uma das caracteristicas mais importantes de um biossensor € a sua seletividade,
habilidade para discriminar um entre diferentes substratos, tal caracteristica € proporcionada
pelo componente bioldgico. No caso das enzimas como componentes bioldgicos, a sua
especificidade, associada ao baixo custo, alta sensibilidade e a seletividade de um detector
eletroquimico demonstram as vantagens da deteccdo usando biossensores enziméticos
(SOTOMAYOR e KUBOTA, 2002; SILVA, 2010; SILVA et al, 2011).

H4 uma gama de biossensores destinados a detec¢do de metais, tais como o0s
bioluminescentes que dependem de medidas de intensidade (fluorescentes) ou medidas
espectrais (ratiométricos) (GABRIEL e VIVIANE, 2016), biossensores com compostos
condutores de tintas serigraficas (CANKURTARAN et al, 2016), biossensores baseados em
macro, micro € nanoparticulas (GUMPU et al, 2015), biossensores a base de enzimas

(SYSHCHYK et al, 2015), biossensores serigrafados (FIGURA 3) dentre muitos outros.

Eletrodo
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oooj |/
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\
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de trabalho

Eletrodo

de refer&ncia

Figura 3: Biossensor amperométrico serigrafado de trés eletrodos: eletrodo de referéncia com
Ag/AgCl, eletrodo auxiliar com grafite, e eletrodo de trabalho com mediador.
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1.4.1 Biossensores a base de enzimas

Quando o material bioldgico utilizado para imobilizar um sensor € uma enzima, o
biossensor obtido é denominado enzimadtico. Estes utilizam a atividade enzimdtica como sinal
analitico a ser monitorado. Os biossensores enziméticos mais comuns sdo os que utilizam o
monitoramento do analito baseado no principio de inibicdo da enzima. Para isso, a enzima ¢é
exposta a um inibidor especifico por um determinado tempo proporcionando que sua atividade
seja verificada antes e apds inibicdo, que € medida quantitativamente determinando a
concentracdo deste agente inibidor em porcentagem (MARQUES e YAMANAKA, 2008).

As técnicas de imobilizacdo da enzima no sensor variam entre, adsor¢do direta sobre
filmes condutores, ligacdo covalente em superficies previamente modificadas, fixacdo da
enzima em matriz sol-gel ou micela reversa, eletroposicdo em matriz polimérica e ligagcdo
cruzada com reagentes multifuncionais (OLIVEIRA e VIEIRA, 2006; OLIVEIRA, 2013).

Tais procedimentos possibilitam a reutilizacdo das enzimas, aumentam a estabilidade,
reduzem custos e aumentam em alguns casos a atividade enzimdtica, porém em outros pode
ocorrer uma perda parcial ou total da atividade da enzima, nestes casos os fatores podem ser
atribuidos as propriedades da prépria enzima, do suporte, dos reagentes utilizados e das
condig¢des experimentais, comprometendo a viabilidade e a vida ttil do dispositivo (OLIVEIRA
e VIEIRA, 2006; OLIVEIRA, 2013).

A alta seletividade e especificidade dos biossensores enzimdticos com o analito
permitem a detec¢do de poluentes em matrizes complexas, ou seja, os mesmos sao detectados
mesmo na presenca de contaminantes antrépicos, incipientes ou interferentes naturais

(OLIVEIRA, 2013).

1.5 POLUICAO AQUATICA POR ELEMENTOS METALICOS

Os metais sao umas das principais fontes de contaminac¢do lancadas no ambiente
aqudtico, comprometendo tanto o habitat, quanto as fontes alimentares e a vida e saide da
populagdo (BARRETO e FREITAS, 2017). Dos principais sistemas de escoamento
(residencial, industrial e de d4guas pluviais), o que desencadeia a maior concentracdo de metais
¢ o industrial, particularmente dos setores de producdo de aco e fabricacdo de metais,
mineracdo, agricultura e por fim residuos domésticos, este em menos escala (OLIVEIRA-
NETO et al, 2015; COPAJA et al, 2016), em razdo do aumento populacional e aumento das
atividades industriais perto de rios e nascentes a qualidade das dguas vem sendo afetadas

continuamente (ANSILAGO et al, 2016).
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Ao longo das décadas, a poluicao ambiental por metais tornou-se um dos problemas
mais importantes no mundo (CHANDRAN et al., 2005). O ambiente marinho esta
continuamente sujeito a polui¢do quimica proveniente das atividades antropogénicas que
podem aumentar a descarga de metais pesados em vdrias concentragdes nos ecossistemas
aqudticos naturais (PAPAGIANNIS et al., 2004) e prejudicar os organismos aqudticos que
vivem naquele ambiente (ALINK, 1982). Esta contaminacdo ocorre devido ao uso extenso de
metais nos processos agricolas, quimicos e industriais (PREGO e COBELO-GARCIA, 2003;
CHEUNG et al., 2005).

Atualmente, o mundo enfrenta importantes problemas ambientais causados pela
poluicdo por metais pesados nas zonas costeiras (YAO et al, 2017). Pelo fato de ndo serem
biodegraddveis, torna-se praticamente invidvel sua remocao do ecossistema aqudtico (COPAJA
et al, 2016), persistindo no ambiente, o0 que acabam por se tornar bioacumulados e
biomagnificados ao longo da cadeia tréfica (AYOTUNDE et al, 2012). Deste modo, os
organismos aqudticos tornam-se indicadores da qualidade ecoldgica de todo o fluxo da 4gua,
devido a toxicidade, persisténcia e comportamento cumulativo dos metais, comprometendo o
ecossistema e também a satide humana (COPAIJA et al, 2016; ARANTES et al, 2016).

Além disso, a toxicidade desses contaminantes causam a longo prazo disfuncdes e
danos ao sistema nervoso central e mental, processos degenerativos fisicos, musculares e
neurolégicos que imitam a doenca de Alzheimer, Parkinson, distrofia muscular e esclerose
multipla (AYOTUNDE et al, 2012).

Desta forma, hd uma necessidade de métodos analiticos mais versdteis para o
monitoramento ambiental, o que ocasiona um estimulo para maior producio desses métodos, e
os biossensores demonstram grande perspectivas em relagdo a sua utilizagdo para o

monitoramento de efluentes e demais matrizes de interesse ambiental (ROSATTO et al, 2001).
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Biossensor amperométrico a base de tripsina extraida de Genyatremus luteus para

deteccao de metais
Isabela Guterres Pinto PAULO

Resumo: Metais sdo poluentes ambientais de ampla ocorréncia em todo o mundo. Devido a
sua periculosidade, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis de
deteccao. Neste trabalho, foi construido um biossensor mediante imobilizacao de uma fracao
rica em tripsina (FRT) extraida dos cecos piléricos do Genyatremus luteus no eletrodo de
trabalho de um sensor serigrafado. Foram realizados ensaios com a FRT livre em solugdo e
imobilizada em sensor, de forma a verificar sua atividade. Apds otimizacdo das condi¢Oes
operacionais, tais como concentragdo do substrato, pH do meio, tipo de imobilizagdo
enzimadtica, entre outras, o biossensor foi caracterizado mediante voltametria de pulso
diferencial e cronoamperometria, tendo sido em seguida determinadas as seguintes figuras de
mérito: linearidade, precisdo, sensibilidade e exatiddo. No estudo cinético, foi observado um
aumento crescente na atividade da tripsina com a concentragcdo do substrato, até estabilizacao
em uma concentracdo média de 0,178 mmol.L!. Os resultados indicaram bom desempenho
para a FRT de G. luteus com relagdo a linearidade (para os metais), a repetibilidade (CV médio
de 15,61% + 2,0% entre intramedidas) e a sensibilidade (com limites de detec¢dao de 0,029,
0,025 € 17,6 u.L!, para os metais Hg, Fe e Zn, respectivamente). Os resultados evidenciaram
que a FRT extraida de G. luteus pode efetivamente ser empregada na obtencao de biossensores
altamente sensiveis e reprodutiveis voltados para a deteccao/quantificacdo de metais no meio

aquadtico.

Palavras-chave: monitoramento ambiental, aproveitamento de residuos, serinoprotease,

Haemulidae.
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1. INTRODUCAO

A expansdo da industria e a popularizacdo de produtos quimicos tem ocasionado
efeitos nocivos ao ecossistema aqudtico e ameacas a saide humana, bem como, a satde dos
animais. Os ambientes aquéticos sofrem danos constantes devido a contaminagdo da dgua por
despejos de produtos toxicos (GAO et al, 2017).

Os metais pesados (MPs), muito presentes nestes efluentes, interferem nas vias
bioquimicas através da interagdo com enzimas e proteinas, tendo capacidade de alterar
mecanismos de reparacio (PRABHAKAR et al, 2016). Quando encontrados em grandes
concentracdes no meio, os MPs acumulam-se nos diferentes organismos aqudticos, afetando
seu crescimento e seus tecidos, deste modo, esses organismos podem ser utilizados como
biomonitores de polui¢do ambiental (HOMAEI, 2017).

Algumas técnicas proporcionam andlises da toxidade e avaliacdo segura da dgua,
porém ainda sdo limitadas, no que tange a trabalhos de monitoramentos da polui¢do aquatica,
que muitas das vezes exigem respostas rapidas e seguras. Um método alternativo e répido de
deteccdo de contaminantes € o biossensor, que possui mérito de detec¢do em linha, resposta
rapida, baixo custo, ndo sendo afetado pela turbidez da dgua (GAO et al, 2017; STEPURSKA
et al, 2015) e apresenta ainda facilidade de uso em monitoramento em tempo real
(PRABHAKAR et al, 2016).

Os sensores eletroquimicos tém como principio basico a reacdo eletrocatalitica entre
eletrodos com os analitos presentes nas amostras, sendo o biossensor um dispositivo analitico
que opera com interacdes biomoleculares para detectar alteracdes bioquimicas (BISWAS et al,
2017).

Os biossensores dependem de caracteristicas da arquitetura interfacial, onde as
biomoléculas devem ser imobilizadas para seu melhor desempenho, por meio de processos que
garantam a manuten¢do da atividade bioldgica e a acessibilidade aos locais ativos (PICCININI
et al, 2017). A imobilizacdo da enzima ocasiona efeitos protetores para a estrutura enzimatica
como protecao contra perda de atividade por inibi¢cdo ou distor¢do enzimdtica, inativacao das
enzimas e controle do pH (BISWAS et al, 2017).

Os biossensores mais usados tém sido os enzimaéticos. A atividade enzimatica é funcao
direta das estruturas tercidria e quaterndria da enzima. Todo tratamento que modifique a
conformagdo da enzima, como aquecimento, alteragdo do pH do meio e outros, modifica

também a estrutura do sitio ativo, diminuindo suas propriedades cataliticas (MELO, 2008;
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LEHNINGER, 1989). A maioria dos trabalhos com biossensores enzimaticos utiliza a enzima
acetilcolinesterase como material de biorreconhecimento.

No presente artigo, relatou-se pela primeira vez a utilizagdo de uma fracdo rica em
tripsina (FRT) do peixe Genyatremus luteus para imobilizacdo desta em sensores
eletroquimicos. Objetivou-se, assim, estudar a inibicdo da enzima em presenca de diferentes
metais. Espera-se que os resultados deste trabalho fornecam base sélida para futuras

investigacoes e trabalhos de monitoramento in sifu.

2. METODOLOGIA
2.1. Solugoes e Reagentes

Foram utilizados os reagentes glutaraldeido (Fluka Chemie, Basel, Suica),
hidroxietilcelulose (HEC) (Fluka Chemie), soro albumina bovina (BSA) (Biochemical BDH
Lim, Poole, Inglaterra), grafite ultrapuro (Sigma-Aldrich, Brasil), mediador Meldola’s Blue
com Sal de Reinech (Aldrich Co, Steinheim, Alemanha), tripsina de pancreas suino (Sigma
Aldrich, 99,9% de pureza), tris (hidroxymetil) Aminometano (Sigma Aldrich, Brasil), BapNa
(Na-Benzoyl-DL-arginine 4 nitroanilide hydrochloride) (Sigma Aldrich, Brasil), dimethyl
sulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich, Brasil) e extrato enzimdtico concentrado de tripsina de
Genyatremus luteus (extraido por semipurificacdo no BIOAQUA/UFMA).

A solugdo tampdo Tris-HCI (0,1 mol.L'!, pH 8,0) foi preparada a partir da mistura de
Tris 0,1 mol.L" e Acido cloridrico 0,1 mol.L™! . A solugio do substrato especifico (BapNa) foi
diluida diretamente em DMSO para concentragio de 8 mmolL'. A solucio estoque da enzima
tripsina de pancreas suino foi preparada em partes de 1:10 com dissolu¢do em eppendorf de 1,5
mL em tampdo Tris-HC1 0,1 mol.L"! pH 8,0 e armazenada em refrigerador a temperatura

inferior a 10 °C.

2.2. Instrumentagdo
As medidas espectrofotométricas, para determinacdo da atividade enzimatica e estudo

cinético foram realizadas em espectrofotometro UV/Vis (Biospectro SSP-220, Madison, EUA),
e as medidas eletroquimicas foram realizadas em um sistema potenciostato/galvanostato

(Micro-AUTOLAB Tipo III, Methrom).
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2.3. Aquisigao das espécimes

As espécimes da espécie Genyatremus luteus foram adquiridas junto a pescadores da
Baia de Sdo José no municipio de Sdo José de Ribamar, MA e armazenadas em gelo na
proporcdo de 1:1. Apds foram transportadas ao Laboratério de Biotecnologia de Organismos
Aquaticos (BIOAQUA/ UFMA) para o procedimento de extracao enzimatica a partir dos cecos

piloricos.

2.4. Obtencao da Fracao Rica em Tripsina (FRT)

Para a obtencdo da fracdo rica em tripsina foram utilizadas etapas do processo de
purificacdo descrito por BEZERRA et al (2001). O procedimento de extracdo enzimatica foi
realizado a partir da maceracdo e homogeneizacao dos cecos piléricos em homogeneizador de
tecidos (IKA RW 20 DIGITAL, 45 rpm), na concentracio de 40 mg (m/v) de tecido em solugdo
Tris-HC1 0,01mol.L !, pH 8,0 formando assim, o extrato bruto (EB).

A partir do EB foram realizadas as etapas de semipurificacdo: a primeira, tratamento
térmico do EB, que seleciona enzimas termoestdveis. O EB foi levado a banho de imersao
térmica por 30 minutos a 45 °C e posteriormente centrifugado a 10.000 rpm durante 25 minutos
a 4 °C formando o extrato bruto aquecido (EBA). O sobrenadante do EBA foi recolhido para a
etapa seguinte e o precipitado, descartado.

Na segunda etapa, o EBA foi submetido a fracionamento salino, precipitando as
proteinas com o reagente sulfato de amonio puro, com saturagdo em graus de 0-40% (fragdo 1
—F1) e 40-80% (fracdo 2 — F2). O sal foi adicionado sob agitagdo lenta em banho de gelo. Com
a total dissolu¢@o do sal o EBA foi centrifugado a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi recolhido para a segunda precipitacdo no grau de saturacdo de 40-80% e o
precipitado foi ressuspendido com Tris-HCI 0,1mol.L"!, pH 8,0, obtendo-se a F1. O processo
de adicdo do sal e centrifugacdo se repetiu com o sobrenadante da etapa anterior € novamente
o precipitado foi ressuspendido com Tris-HCI 0,1mol.L' pH 8,0 para obtencdo da F2. As
fracdes foram dialisadas em Tris-HCI 0,Imol.LL"!, pH 8,0 sob refrigeracdo durante 16 horas,
com troca apds 6 horas sob agitacdo lenta. Apds didlise foram realizados testes de atividade

com substrato especifico para tripsina em todas as fragdes.

2.5. Estudo cinético da Atividade da Tripsina

Para determinagdo da atividade enzimadtica foi utilizada a metodologia de SOUZA et

al (2007) adaptada. Em uma cubeta de pléstico de 1ml foram misturados 200 pL da solucao da
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tripsina (atividade especifica =3,86 U ), 550 uL de solucao tampao Tris-HCI pH 8,0 e 50 uL. de
solucdio do substrato especifico BapNa 8 mmol.L! totalizando volume final de 800 pL. A
reacdo catalisada pela enzima em contato com o substrato libera uma substancia denominada
p-nitroanilida que apresenta coloracdo amarelada e pode ser monitorada pela medida da
absorbancia a 405nm apds 5 min de reacao.

Para determinacdo do controle foi utilizado o branco, onde as medidas
espectrofotométricas, realizadas em triplicata, foram feitas sem a presenga da enzima. Para o
estudo cinético foi empregada a metodologia de Souza et al (2007) adaptada, onde foram
combinados 7 tubos com diferentes concentra¢des de substrato e aferida a absorbancia a 405nm
(em triplicata) apds quinze minutos de reagcdo. A Absa4os foi calculada a partir da diferenca entre

as médias das absorbancias da enzima (Absg) e do branco (Absg).

2.6. Construgdo do Biossensor

Os sensores utilizados foram do tipo serigrafado a base de PVC, contendo trés
eletrodos: de referéncia (Ag/AgCl), auxiliar (grafite) e de trabalho, na qual foi incorporado o
mediador Meldola’s Blue combinado com Sal de Reinecke (MBRS), o procedimento de preparo
do MBRS foi previamente descrito por LIMA et al (2007).

Os biossensores foram preparados a partir da imobilizagdo em sensor serigrafado, com
pasta contendo a FRT, hidroxiacetilcelulose, grafite ultrapuro, BSA(soro albumina bovino) e
glutaraldeido, todos homogeneizados em vortex. A pasta homogeneizada foi depositada com
pipeta de 0,2uL na regido do eletrodo de trabalho do sensor. Apds imobilizacdo os biossensores
foram acondicionados a 4°C por 48 horas, tendo sido entdo conectados ao Potenciostato a partir

de conectores elétricos apropriados, a fim de serem empregados nas medidas eletroquimicas.

Figura 1: Biossensor de FRT aplicado em potenciostato e imerso em solugdo previamente preparada.



33

2.7. Medidas Eletroquimicas, Otimizacdo do pH e Ensaios de Inibi¢do Enzimdtica

Inicialmente, foi determinada a melhor concentracdo do substrato para operacdo do
biossensor no intervalo de tempo de 60 s em potencial de trabalho fixo em 100 mV, O objetivo
desta etapa foi determinar a concentracdo de substrato ocasionaria uma corrente mais estavel.
As concentragdes variaram entre 2,0 e 24,0 mmol.L!.

O estudo da enzima livre em solug@o foi realizado para verificacdo e identificagdo em
potenciostato da ocorréncia de reagdo enzimadtica utilizando enzima livre em presenca do seu
substrato especifico, no meio reacional tamponado no pH 6timo. Foram utilizados sensores sem
e com mediador eletroquimico (MBRS), tendo sido os mesmos mergulhados em solucao
previamente preparada contendo enzima/substrato/tampdao e submetidos a leituras (em
triplicata) mediante as técnicas de Cronoamperometria (CA) e Voltametria de Pulso Diferencial
(VPD).

Foi feito um estudo para otimizacdo do pH, mediante verificacdo da resposta
cronoamperométrica, em presenca da enzima livre e do seu substrato em solucao, sendo ambos
em concentracdes fixas, e variando-se apenas o pH do meio.

Depois de fixados os parametros cinéticos, a concentracao do substrato e o pH do meio,
o sensor foi submetido a verificacdo da inibicdo enzimatica (reducdo da corrente) por contato
com o inibidor. Assim, os sensores foram incubados nas solu¢des previamente preparadas
contendo também os metais Hg, Zn e Fe. Brevemente, um sensor que ndo continha a enzima
imobilizada fo1 mergulhado em solucdo contendo enzima livre e o tampao Tris-HCI pH 8,0,
tendo sido em seguida adicionado o substrato e monitorado o sinal cronoamperométrico. A
corrente inicial (Ip) foi registrada apds estabilizacdo. Em seguida, este mesmo sensor foi lavado
com tampao Tris-HCI e incubado em uma solug@o contendo os metais (inibidores) durante 10
min, sendo entdo novamente lavado e a corrente medida em presenca da enzima livre e do
substrato. A corrente final (I) foi registrada apds estabilizagdo do sinal. Foram realizadas
leituras (em triplicata) por VPD e CA, na auséncia e na presenca dos inibidores.

Ensaios de inibicdo foram também realizados com a enzima imobilizada no eletrodo
de trabalho do biossensor. Em todos os ensaios de inibi¢do, com a enzima livre ou imobilizada,
a concentra¢do dos metais foi de 1 mg.L!. A percentagem de inibi¢do foi determinada pela

reducgdo da corrente, conforme a equagao:
IR(%)=[1- 1/ Ip)] x 100 (Equacao 1)

onde, IR representa a inibi¢do relativa, Ip a intensidade de corrente antes da inibi¢cao enzimadtica

e I a intensidade de corrente apds inibi¢do enzimética.
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2.8. Sensibilidade, Exatiddo e Precisdo do Biossensor

A sensibilidade dos biossensores foi determinada pelo cdlculo dos limites de deteccao
(LD) e de quantificacao (LQ) dos metais pesados selecionados para estudo. Para isso, foram
construidas curvas analiticas, de inibi¢do relativa(%) versus concentra¢io dos metais (mg.L™),
com concentragdes crescentes dos metais e sucessivas medidas de inibicdo, conforme item 2.7.

Para avalia¢ao da exatidao, foram realizados ensaios de fortificagdo. Um certo volume
de 4gua deionizada foi fortificado com os MPs Hg, Zn e Fe em uma concentracdo final de 0,1
mg.L'!. Apés fortificacdo, as amostras permaneceram em repouso por 24 horas para
acondicionamento. Em seguida, procedeu-se as medidas de corrente, utilizando-se os
biossensores com enzimas imobilizadas, na presenca e na auséncia de cada um dos inibidores,
de forma a se determinar a inibicdo relativa percentual (IR%), conforme metodologia no item
2.7. O valor de cada IR% individual foi plotado nas curvas de calibracao de cada metal e a
concentracdo encontrada foi comparada com a concentracio real, de forma a se determinar o
indice de recuperacao do método.

Para verificacdo da repetitividade intramedidas de um dado biossensor contendo, no
eletrodo de trabalho, o mediador MBRS e a enzima imobilizada, foi determinado o coeficiente
de variacdo percentual (CV%) mediante 10 registros das intensidades de correntes geradas
durante a reacdo enzima-substrato com o mesmo biossensor. Entre cada medida, o mesmo
biossensor era lavado e procedida a nova reacao enzimética. Também foram tomadas medidas
de corrente com 10 biossensores diferentes, preparados da mesma forma, de forma a se calcular

o coeficiente de variacdo intermedidas.

2.9. Andlises Estatisticas
Todos os experimentos foram inteiramente casualizados. Foram feitas comparacdes de

médias mediante uso do teste t de Student ndo-pareado, com p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Cinética Enzimdtica da Tripsina e da FRT

A cinética enzimdtica tem como principal objetivo estudar a velocidade da reagdo e as
condicdes que a afetam. Porém, esta ndo estd associada apenas ao tempo, mas a concentracao
da enzima, concentracio do substrato, pH do ensaio, temperatura e concentracdo de ativadores

e inibidores (LIMA et al, 2007).
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A tripsina comercial foi utilizada como padrdo para identificacdo da atividade
enzimatica e sinal analitico nos sensores, proporcionando a validacdo dos ensaios posteriores
com a FRT.

Como esperado, o valor de atividade enzimadtica obtido para a FRT foi inferior ao da
tripsina comercial, isto provavelmente ocorreu devido a FRT tratar-se de uma fracdo
parcialmente purificada, podendo conter alguns interferentes que afetam a atividade enzimatica.
No entanto, a menor atividade ndo a torna inadequada, uma vez que, processo de purificacio é
caro e demorado, e o uso de uma fracdo semipurificada, diminuiria o custo final para constru¢cao
do biossensor, além de ter-se obtido resultado satisfatério para a FRT..

Existem fatores que afetam as reag¢des catalisadas por enzimas, atuando no mecanismo
cinético destas, podendo aumentar ou diminuir a velocidade reacional, isso se da, pela
modificagdo na estrutura dos sitios ativos das diferentes enzimas e consequentemente, alteracao
da atividade catalitica entre eles na presencga ou auséncia de ativadores.

O estudo cinético conduzido com a tripsina comercial e a FRT demonstrou que, até
um determinado ponto a atividade enzimética cresceu proporcionalmente a concentracdo do
substrato (Figura 2), a elevada pureza da enzima comercial, tornou mais rapida a reagdo com o
substrato especifico. J4 a velocidade de reac@o usando a FRT foi relativamente alta e crescente
até [S]=0,5 mmol.L"!. A partir dai em todos os demais pontos a quantidade de produto da reagio
ndo se alterou significativamente. Logo, a [S] = 0,5 mmol.L! foi fixada como concentracao

otima do substrato.
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Figura 2: Cinéticas de reag@o entre a FRT (G.luteus) e a Tripsina comercial (Tripsina de pancreas
suino/Sigma Aldrich) livres em solug@o.
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De fato, os valores das absorbancias obtidas cresceram proporcionalmente a
concentracdo do substrato, assim como a concentra¢do do produto até um determinado ponto.
Tal efeito estd de acordo com LEHNINGER (1989), que afirma que a velocidade da reacdo
enzimatica cresce de forma proporcional a concentragdo do substrato até um ponto no qual a
velocidade ndo se modificard muito, mesmo que sejam adicionadas quantidades crescentes de
substrato havendo, assim, um efeito de saturagdo (Tabela 1). Tal efeito acontece quando todas
as moléculas de enzimas tém seus sitios ativos encaixados ao substrato (ligacdo conhecido com
chave-fechadura).

Tabela 1: Cinética de reacdo para a tripsina livre em contato com seu substrato, utilizando-se a fracao
rica em tripsina (FRT) obtida do peixe G. luteus

Conc. Produto Velocidade da reacao
Tubos Substrato Absaos formado (mmol.L-/min)
mmol.L-! (mmol.L)
1 0,5 1,101 0,121 0,0078
2 1,0 1,178 0,130 0,0079
3 1,5 1,286 0,141 0,0089
4 2,0 1,306 0,144 0,0090
5 2,5 1,396 0,153 0,0086
6 3,0 1,452 0,160 0,0086
7 3,5 1,616 0,178 0,0092

Com esse estudo, foi possivel observar que a atividade da enzima, mesmo na FRT
apresentou niveis aceitdveis para imobilizacdo no sensor. Em uma avaliacio prévia, poder-se-
ia afirmar que a reducio da atividade em fun¢do da presenca de impurezas na FRT ndo afetaria
a resposta de um biossensor contendo, ao invés de uma enzima comercial, uma porcao dessa

fracdo. Isso reduziria em muito os custos na fabricacao do biossensor.

3.2. Otimizagdo do pH do Meio

Para avaliagdo do efeito do pH sobre a atividade da FRT estudou-se por
cronoamperometria a atividade enzimatica na faixa de pH de 7,0 a 9,0, devido ao fato de serem
proteases alcalinas. Adicionalmente, OLIVEIRA et al (2014) verificaram que a tripsina
apresenta inibi¢do ou instabilidade em pH abaixo de 5,0 e acima de 11,0; a partir disto, pode
ser observado em qual pH a resposta permaneceu mais estiavel e assim verificar as melhores

condic¢des de uso da fracdo rica em tripsina.
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Figura 3: Respostas cronoamperométricas do biossensor a base da FRT obtida de cecos pildricos de
peixe G. luteus (imobilizada no eletrodo de trabalho) em meios reacionais com diferentes valores de pH.

Condicdes operacionais: [substrato] = BapNa 8mmol; quantidade de FRT imobilizada: 3,86
U/mg/eletrodo; potencial de trabalho = 250,0 mV; mediador eletroquimico = MBRS.

A intensidade da corrente avaliada por cronoamperometria a um potencial de trabalho
fixo de 150 mV foi maior entre valores de pH 7,5 e 8,0 (Figura 3). Esses resultados corroboram
com MELO (2008) que afirma que em meio muito bésico € observado redugdo de corrente ou
desnaturagdo da enzima.

Assim, fixou-se o valor de pH 8,0, esse resultado corroborou com os encontrados nos
trabalhos de Kishimura et al (2007), Bougatef et al (2007), Kishimura et al (2010), Kurtovic et
al (2006) e Castillo-Yanez et al (2005) encontraram pH 6timo 8,0 para a tripsina de peixe.

3.3. O Mediador Eletroquimico e o Potencial de Trabalho

O potencial de trabalho é uma fung¢do do mediador; assim, biossensores contendo
mediadores sdo menos susceptiveis a interferentes, pois o potencial de oxidagdo aplicado é
menor. Os mediadores sdo incorporados a superficie do eletrodo, na mesma matriz que a enzima
que serd inibida, ou mesmo em uma matriz diferente, objetivando uma rdpida transferéncia
eletronica (PEREIRA et al, 2002).

O potencial de trabalho relativamente baixo (150 mV) foi proporcionado pelo uso do
mediador MBRS, tendo sido extremamente favordvel, por reduzir as interferéncias
eletroquimicas que possam estar contidas na solucao (NUNES et al, 2014; MENDONCA et al,
2012).
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Neste trabalho, o uso do mediador MBRS resultou em potenciais mais baixos em
relacdo a sensores sem mediador, tanto para a enzima comercial quanto para a FRT (Figura 4).
Resultado esperado, tendo em vista que o mediador auxilia na transferéncia de elétrons e reduz
o potencial de trabalho, mitigando as interferéncias eletroquimicas (MARQUES et al, 2006;
MARQUES e YAMANAKA, 2008).
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Figura 4: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos durante as rea¢des enzima-substrato empregando
biossensor (A) tripsina comercial e (B) FRT, juntamente com o mediador MBRS. Condigdes
operacionais: [substrato] = BapNa 8mmol.L; tempo de estabilizac¢do: 3s; tempo de modulacao: 0,05s;
intervalo entre medidas: 0,1s; amplitude da modulagdo: 0,05055V. Velocidade de varredura 25mV s
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De acordo com a Figura 4, observa-se que os testes utilizando a FRT imobilizada na
superficie de trabalho dos eletrodos impressos resultaram em menores valores de corrente (pico
315 nA) que aqueles encontrados quando utilizada a enzima tripsina comercial (445 nA), sob
mesmas condi¢des experimentais. Vale ressaltar que, a intensidade de corrente de partida mais
baixa, como a encontrada no biossensor a base de FRT, ¢ ideal para os ensaios de inibi¢do,
quando o foco € a detec¢do de tragos de metais.

Quando a intensidade de corrente € elevada, uma pequena diminui¢do da corrente,
provocada pela leve inibicao enzimatica em fun¢do da presenga do inibidor em concentragdes
muito baixas, pode ser confundida com o ruido de fundo. Ndo obstante a FRT extraida do peixe
ndo tenha sido submetida a um processo de completa purificacdo, o que inclusive tornou o
produto final menos oneroso, esta mostrou-se adequada para a constru¢do do biossensor
enzimatico voltado para detec¢do de metais.

Vale mencionar ainda que o peixe em estudo é amplamente utilizado na alimentacao
humana na regido Nordeste, sendo uma fonte de baixo custo para extracdo da tripsina, o que
torna o processo de constru¢do dos biossensores menos oneroso, em comparagdo aqueles
construidos com a tripsina comercial. Em uma anélise econdmica bésica, considerando todos
os reagentes empregados, um tinico biossensor a base da enzima tripsina comercial pode chegar
a U$ 2,50 (dois ddlares e meio), enquanto que a substitui¢do da enzima comercial pela FRT
reduz o valor para U$ 1,80 (um ddlar e oitenta centavos).

Monitorando-se a corrente gerada em um tempo de 1 min durante a reagdo enzimética
foi possivel obter bons sinais analiticos e praticamente nenhum ruido com o potencial fixo de

150 mV (Figura 5).
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Figura 5: Cronoamperogramas obtidos durante a reacdo enzima-substrato, empregando biossensores
(A) Tripsina comercial e (B) FRT. Condi¢des operacionais: mediador = MBRS; [substrato] = BapNa
8mmol; potencial de trabalho = 150 mV.
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3.4. Testes de inibicdo com Metais

Foram testados fons Cu?*, Hg**, Zn>*, Fe* e Al** previamente em espectrofotdmetro
para identificacdo da sensibilidade da enzima (Tabela 2) na fracdo. No entanto os elementos Fe,
Hg e Zn provocaram reducdo de 5,81%, 8,17% e 17,3%, respectivamente, na atividade da
tripsina. Como, é necessdrio reducdes prévias maiores que 5% para que seja aplicado em
biossensor para resultados satisfatérios da inibicdo relativa (%), os ions Al e Cu nao foram
testados em biossensor no potenciostato. Devido a isto, metais Fe, Hg e Zn foram utilizados
para otimizagao do biossensor, baseado no principio da inibicdo enzimaética.

Tabela 1: Comparativo da sensibilidade da tripsina de diferentes espécies tropicais aos metais testados
nesta pesquisa: Al**, Zn?*, Cu?*, Hg?* e Fe?*. *Este trabalho.

. Proprieda .
Espécie ES]mmol.L de 6tima Metais Referéncia
pH oC A13+ Zn2+ Cu2+ Hg2+ F62+

Diapterus Silva et al
rhombeus 1 8,5 55 66,9 28,7 69,2 46,8 79,5 2011)!

. . Freitas et al
Arapaimas gigas 1 9,0 65 9,00 19,9 49,8 19,9 30,8 (2012)!

. Costa et al
Caranx hippos 1 80 50 0,42 17,7 23,8 449 — (2013)!

Genyatremus 1 80 35 454 173 260 817 581 *
luteus

A inibicdo da tripsina presente na FRT na presenga dos metais foi determinada por
cronoamperometria, computando-se o decréscimo da corrente, apds incubagdo do biossensor
nas solugdes previamente preparadas contendo os inibidores separadamente. Os testes foram
realizados com a tripsina comercial e a FRT, estando ambos os materiais enzimaticos livres ou
imobilizadas no eletrodo de trabalho, na auséncia e na presenca do mediador MBRS. Os
resultados de inibicdo relativa sdo mostrados na Figura 6.

Observou-se um percentual alto de inibi¢do da tripsina e da fracdo rica em tripsina sob
acdo dos metais em concentracdo de 0,1 mg.L™".

Os ifons de metais e metais pesados s@o encontrados comumente no ecossistema
aqudtico por meio de despejos naturais ou antropogénicos, causando prejuizo a comunidades
da biota aquatica. Esses poluentes langados na coluna d’agua sdo transportados e acumulados
nos fundos subaquéticos, que tem capacidade de liberar esses contaminantes.

A descarga de metais no ambiente pode causar alteracdes nos pardmetros fisico-
quimicos da dgua, como por exemplo: pH, potencial redox e concentragdo de oxigénio (SILVA

et al, 2017).
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mHg 33,69 52,63 23,93 56,94 90,71 93,81 93,27 95,06
Zn | 22,87 27,18 82,52 65,82 47,12 95,06 58,39 94,88
mFe 36,99 40,28 54,21 81,69 83,23 89,25 71,65 95,65

Figura 6: Inibicao relativa percentual (IR %) da tripsina comercial (TC) e da fragdo rica em tripsina
(FRT) devido a presenca de metais pesados, empregando-se o material enzimdtico livre em solug@o ou
imobilizado no eletrodo de trabalho do sensor serigrafado, com ou sem o mediador Meldola’s Blue ¢
Sal de Reinecke (MBRS). (Letras iguais em colunas referentes aos metais Hg, Zn e Fe nas categorias
Sem Mediador e MBRS para as enzimas TC e FRT néo diferem estatisticamente entre si pelo teste T de
Student, p < 0,05).

KIMURA et al (2017) em seu trabalho sobre biomassa seca de macréfito amazdnico
absorvente de metais pesados Zn e Cu, mostraram que a Papalun repens absorve metais pesados
em suas folhas e raiz, onde as folhas absorvem em concentra¢cdes maiores que 37,07% para o
Zn; deste modo podemos perceber que os metais pesados quando em contato com o ambiente
aquético se acumulam na biota aquética podendo causar prejuizos em todos os niveis tréficos.

ZAPATA et al (2017) analisaram a bioacumulacdo de metais pesados nos musculos,
figado e rins de Oncorhynchus mykiss em comparagdo com a dgua do meio. Os autores
detectaram por espectofotometria, que as concentragdes de Cu, Zn, Fe e Pb excederam os
limites maximos permitidos pela Unido Europeia tanto nos orgdos quanto na 4gua,
comprovando assim que esses metais se acumulam proporcionalmente em ambos.

Nos testes com a enzima comercial livre em solugdo, a inibi¢do foi de 23,93%; 82,52%
e 54,21% para os fons Hg, Zn e Fe, respectivamente, com o mediador MBRS. Enquanto que
para a enzima comercial imobilizada a inibi¢ao foi muito maior para os fons Hg e Fe, totalizando

93,27% e 71,65%; respectivamente. Com isso, foi possivel verificar cronoamperometricamente



42

que houve elevada reducdo do sinal de corrente gerada durante a reacao catalisada pela tripsina
livre em solucdo na presenca dos ions Hg e Fe.

A inibi¢do enzimdtica empregando a FRT imobilizada foi 93,81%, 95,06% e 89,25%,
respectivamente. Resultados maiores que os encontrados para 0s mesmos fons com a enzima
comercial, ambos empregando sensores isentos de mediador.

Adicionalmente, quando se empregou a FRT imobilizada em sensor contendo o
composito MBRS como mediador eletroquimico, a inibi¢ao foi 95,06%, 94,88% e 95,65%
respectivamente, para os fons Hg, Zn e Fe. Em comparacdo com a enzima comercial purificada,
foram obtidos resultados maiores. Assim, a fracdo rica em tripsina, apesar de ndo ter sido
totalmente purificada, pode ser considerada uma alternativa vidvel para a construcdo dos
biossensores voltados para a detec¢do destes poluentes, pois foi possivel obter resultados
satisfatorios.

Os teores de ferro dissolvido, mercurio total e zinco total para dguas destinadas ao
consumo humano, dguas de classe 1, de acordo com a Resolugado CONAMA N° 357/2005 sdo
de 0,3 mg/L; 0,0002mg/L e 0,09 mg/L, respectivamente. Deste modo, os limites de deteccdo e
quantificacdo (Tabela 3) que variaram entre 10* e 0,1mg/L encontram-se dentro dos teores
permitidos pela legislacdo brasileira. Como, o intuito do biossensor € identificar o contaminante

no meio aquatico mesmo em concentracdes abaixo do permitido, serd possivel detecta-los.

Tabela 3: Limites de deteccio e quantificacio obtidos pelo biossensor de FRT.

Inibidor CONAMA LD (mg/L) LQ (mg/L)
(mg/L)

Merctrio (Hg) 0,0002 0,029 0,097

Zinco (Zn) 0,09 0,176 0,587

Ferro (Fe) 0,3 0,025 0,085

Para a comprovacdo da exatiddao e eficicia do biossensor, empregando-se a FRT
imobilizada, foram realizados ensaios de recuperacdo, mediante fortificacdo de amostras, a
partir da diluicao de metais em dgua deionizada (Tabela 4). Quando em contato com o ambiente
aqudtico contaminantes como metais pesados tornam-se diluidos em comparagdo as
concentracdes descartadas no meio. Deste modo, foi possivel avaliar os resultados obtidos nos
ensaios de recuperacgdo, por essa vertente. Tendo em vista que os resultados encontrados para a

recuperacdo foram menores que os resultados dos ensaios de inibicdo, podemos supor que a
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concentracdo do metal em meio aqudtico define a inibicdo a ser detectada pelo biossensor
proposto.
Tabela 4: Eficiéncia do método de deteccdo dos metais pesados empregando o biossensor

amperométrico contendo a fragdo rica em tripsina (FRT) e o mediador eletroquimico Meldola’s Blue-
Sal de Reinecke (MBRS). Concentragdo molar dos inibidores: 0,01mM

Conc. Inibicao ,
Indice de Recuperacao
Inibidor Adicionada Relativa %)
(4

(mM) (IR %)
Mercirio (Hg) 0,1 95,06 67,47
Zinco (Zn) 0,1 94,88 74,68
Ferro (Fe) 0,1 95,65 83,87

Em relacdo a precisdo das unidades do biossensor, observou-se valores de coeficiente

de variacdo de 15,61% para intramedidas, tal valor evidéncia a precisdo do prototipo.

4. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o biosensor apresentou bons resultados quando
preparado mediante imobilizacdo da frag@o rica em tripsina (FRT) de Genyatremus luteus
obtida a partir do processo de semipurificacao.

Deste modo, a fracdo demonstrou ser uma alternativa para viabilizacio de biossensores
para deteccao dos metais estudados, visto que foram resultados satisfatorios de inibi¢do na
presenca de fons metdlicos, por ter sido obtido a partir do reaproveitamento de residuos e da
qual € uma fonte de baixo custo. Dado que biossensores enziméticos sdo geralmente preparados
com enzimas comercialmente purificadas, o que sdo extremamente caras.

Por conseguinte, a utilizacdo da fragdo apresentou resultados acima do esperado,
tornado o processo menos oneroso, o que facilitou o custo beneficio, além de ter reduzido o

tempo de elaboracdo e execuc¢do do mesmo.
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Resultados Os
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Discussdo
Isso deve explorar o significado dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Uma segdo

combinada de resultados e discussdo geralmente € apropriada. Evite extensas citacdes e
discussoes de literatura publicada.

Conclusoes
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Apéndices
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'de"). Nao devem ser utilizadas abreviaturas. Essas palavras-chave serdo usadas para fins de
indexacao.

Abreviacgoes

Definir abreviaturas que ndo sdo padrdo neste campo (as abreviaturas padrdo podem ser
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Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concessdo especifica de agéncias de financiamento nos
setores publico, comercial ou sem fins lucrativos.

Nomenclatura, abreviaturas e simbolos

Use L por litros. Sempre deixe um espaco entre as unidades e use as sobrescritas em vez de
/. Por exemplo: use mg mL ! € ndo mg / ml . Nio use ppm ou ppb para indicar concentra¢des
sOlidas / liquidas.
Nao use abreviaturas no titulo ou nas palavras-chave. Defina abreviaturas que ndo sao padrao
neste campo em sua primeira ocorréncia no resumo e no texto principal. Garantir a consisténcia
das abreviaturas durante 0 resto do manuscrito.
Em todos os outros casos, as recomendacdes da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) devem ser seguidas, e deve ser dada atencdo as recomendagdes da Divisdo
de Quimica Analitica na revistaQuimica pura e aplicada(ver também o Compendium [UPAC
de Nomenclatura Analitica, Regras Definitivas, 1987).

Formulas de matemdtica
Envie as equacdes matemdticas como texto editdvel e ndo como imagens. Presente férmulas
simples de acordo com o texto normal sempre que possivel e use o solidus (/) em vez de uma
linha horizontal para pequenos termos fracionarios, por exemplo, X / Y. Em principio, as
varidveis devem ser apresentadas em itdlico. Os poderes de e sdo frequentemente mais
convenientemente indicados pela exp. Numero consecutivamente, quaisquer equacgdes que
devem ser exibidas separadamente do texto (se referido explicitamente no texto).

Notas de
rodapé As notas de rodapé devem ser utilizadas com moderacdo. Numere-os consecutivamente
ao longo do artigo. Muitos processadores de texto podem criar notas de rodapé no texto e esse
recurso pode ser usado. Caso contrério, indique a posi¢cao das notas de rodapé no texto e liste
as notas de rodapé separadamente no final do artigo. Nao inclua notas de rodapé na lista de
referéncia.

Legendas da figura
Certifique-se de que cada ilustracdo tenha uma legenda. Forneca as legendas separadamente,
ndo anexadas a figura. Uma legenda deve incluir um titulo breve (nao na figura em si) e uma
descricdo da ilustragcdo. Mantenha o texto nas ilustragdes propriamente ditas, mas explique
todos os simbolos e abreviaturas utilizados.

Tabelas
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Favor enviar tabelas como texto editdvel e ndo como imagens. As tabelas podem ser colocadas
ao lado do texto relevante no artigo, ou em pédginas separadas no final. Classifique as tabelas
consecutivamente de acordo com a aparéncia no texto e coloque as notas de tabela abaixo do
corpo da tabela. Seja poupador no uso de tabelas e assegure-se de que os dados apresentados
neles ndo dupliquem os resultados descritos em outro lugar no artigo. Evite usar regras verticais
e sombreamento em células da tabela.

Biografias e Jotografias
Autores de revisdes e tutoriais serdo necessarios para carregar uma imagem colorida e biografia
curta de cada autor individual. As biografias devem conter 2 a 3 frases (mdximo de 100
palavras), indicando a afiliacdo atual dos autores, nimero de publicagcdes, prémios, interesses
de pesquisa atuais e site se disponivel.

Referéncias

Citacao no texto
Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também estdo presentes na lista de
referéncia (e vice-versa). Qualquer referéncia citada no resumo deve ser dada na
integra. Resultados ndo publicados e comunicagdes pessoais nao sdo recomendados na lista de
referéncia, mas podem ser mencionados no texto. Se essas referéncias estiverem incluidas na
lista de referéncia, elas devem seguir o estilo de referéncia padrao do jornal e devem incluir
uma substituicdo da data de publicacio com "Resultados nio publicados" ou "Comunicagdo
pessoal". A citacdo de uma referéncia como "na imprensa" implica que o item foi aceito para
publicagdo.

Referéncias da Web
Como minimo, o URL completo deve ser dado e a data em que a referéncia foi acessada pela
ultima vez. Qualquer informacdo adicional, se conhecida (DOI, nomes de autores, datas,
referéncia a uma publicacdo de origem, etc.), também deve ser fornecida. As referéncias da
Web podem ser listadas separadamente (por exemplo, apds a lista de referéncia) sob um titulo
diferente, se desejado, ou podem ser incluidas na lista de referéncia.

Referéncias de dados
Esta revista encoraja vocé€ a citar conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em seu
manuscrito citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua Lista de
Referéncia. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos: nome (s) do autor,
titulo do conjunto de dados, repositério de dados, versio (quando disponivel), ano e
identificador persistente global. Adicione [conjunto de dados] imediatamente antes da
referéncia para que possamos identifica-lo adequadamente como uma referéncia de dados. O
identificador [conjunto de dados] ndo aparecerd no seu artigo publicado.

Referéncias em um problema especial
Certifique-se de que as palavras "este problema" sejam adicionadas a quaisquer referéncias na
lista (e quaisquer citagdes no texto) para outros artigos na mesma edi¢cdo especial.

Software de gerenciamento de referéncia
A maioria dos periddicos da Elsevier possui seu modelo de referéncia disponivel em muitos
dos produtos de software de gerenciamento de referéncia mais populares. Estes incluem todos
os produtos que suportam_estilos de estilos de estilo de citacdo , como Mendeley e Zotero , bem
como_EndNote . Usando os plug-ins do processador de texto desses produtos, os autores s
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http://www.zotero.org/
http://endnote.com/downloads/styles
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precisam selecionar o modelo de didrio adequado ao preparar seu artigo, apds o qual citagdes e
bibliografias serdo formatadas automaticamente no estilo da revista. Se nenhum modelo ainda
estiver disponivel para este periddico, siga o formato das referéncias e citacdes da amostra,
conforme mostrado neste Guia.

Os usudrios do Mendeley Desktop podem facilmente instalar o estilo de referéncia para esta
revista clicando no seguinte link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/analytica-chimica-acta

Ao preparar seu manuscrito, vocé€ poderd entdo para selecionar este estilo usando os plug-ins
do Mendeley para o Microsoft Word ou o LibreOffice.

Estilo de referéncia A

descoberta da pesquisa e a revisdo por pares de alta qualidade sdo asseguradas por links on-line
as fontes citadas. Para permitir-nos criar links dentro do ScienceDirect e para resumir e indexar
servicos, como Scopus, CrossRef ou PubMed, assegure-se de que os dados fornecidos nas
referéncias estejam corretos. Tenha em atencao que os apelidos incorretos, titulos de revistas /
livros, ano de publicacdo e paginacdo podem impedir a criacdo do link. Ao copiar referéncias,
tenha cuidado porque ja podem conter um erro.

N3ao ha requisitos rigorosos na formatacao de referéncia na submissdo. As referéncias podem
ser em qualquer estilo ou formato, desde que o estilo seja consistente. Nome (s) do (s) autor
(es), titulo do jornal / titulo do livro, titulo do capitulo / titulo do artigo, ano de publicagdo,
volume e capitulo do problema / livro e a paginacdo deve estar presente. O estilo de referéncia
usado pelo jornal serd aplicado ao artigo aceito pela Elsevier na prova. Observe que dados
incorretos ou ausentes serdo destacados na fase de prova para o autor corrigir.

O estilo de referéncia usado por esta revista € numerado . Se vocé deseja formatar as
referéncias voc€ mesmo, eles devem ser organizados de acordo com os seguintes exemplos:

Sistema de ndmeros com titulos de artigos e capitulos

Texto : Indique as referé€ncias por niimero (s) entre colchetes de acordo com o texto. Os autores
reais podem ser encaminhados, mas o nimero (s) de referéncia deve ser sempre dado.

Exemplo: "... como demonstrado [3, 6]. Barnaby e Jones [8] obtiveram um resultado diferente

"

Lista : Numerar as referéncias (nimeros entre colchetes) na lista na ordem em que aparecem
no texto.

Exemplos:
Referéncia a uma publicacdo de revista:
[1] J. van der Geer, JAJ Hanraads, RA Lupton, A arte de escrever um

artigo cientifico , J. Sci. Comum. 163 (2010) 51-59.

Referéncia a um livro:
[2] W. Strunk Jr., EB White, The Elements of Style, quarto ed., Longman, Nova York, 2000.


http://open.mendeley.com/use-citation-style/analytica-chimica-acta
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Referéncia a um capitulo de um livro editado:
[3] GR Mettam, LB Adams, Como preparar uma versao eletronica do seu artigo, em: BS Jones,
RZ Smith (Eds.), Introdu¢do a Era Eletronica, E-Publishing Inc ., Nova lorque, 2009, pp. 281-
304.

[4] M. Oguro, S. Imabhiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Dados de mortalidade para a doenca de
corte de carvalho japonés e composi¢des florestais circundantes, Mendeley Data, v1, 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Fonte de abreviaturas dos
didrios Os nomes dos periddicos devem ser abreviados de acordo com a_Lista de abreviaturas
de palavras de titulo
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