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RESUMO

BARBOZA, Adriene de Moura, Universidade Federal de Mato Grosso, junho de 2017.
“Desenvolvimento de biossensor enzimatico baseado em lipases de fungo endofitico
imobilizadas em hidroxinitrato de zinco lamelar com nanoparticulas de ouro para
determinacio de carbendazim’’. Orientadora: Marilza Castilho.

Neste trabalho, foi desenvolvido um biossensor enzimatico baseado em lipases de fungo
endofitico imobilizadas em hidroxinitrato de zinco lamelar contendo nanoparticulas de ouro
(HZnL/Au-NPs). Inicialmente, noventa fungos foram pré-avaliados quanto ao potencial de
producéo de lipase, por meio de ensaios de inoculagcdo dos fungos em meio contendo
corante rodamina-B e azeite de oliva. Apés, foram selecionados sete fungos para a
determinacéo da atividade enzimatica, durante oito dias, utilizando p-nitrofenil palmitato (p-
NPP) como substrato. A atividade hidrolitica das lipases foi determinada por
espectrofotometria na regido do visivel (A= 400 nm) monitorando-se o surgimento do p-
nitrofenol (p-NP), produto da reagdo de hidrdlise do p-NPP catalisada pela enzima. A maior
atividade catalitica foi obtida com fungo Ceratobasidium sp.2 A1, resultando 30,88 U (1,0
nmol de p-NP mint mL? ug? de proteina), no oitavo dia de cultivo em meio liquido
contendo azeite de oliva. O biossensor proposto foi construido com 0,5 U de lipase
adsorvida em HZnL/AuNPs, p6 de grafite, nanotubos de carbono de mdltiplas paredes e
6leo mineral nas quantidades de 20/90/10/50 mg, respectivamente. A voltametria de onda
quadrada (VOQ) foi utilizada para a otimizagdo e aplicagdo do biossensor para o substrato
p-nitrofenil acetato (p-NPA), verificando melhor resposta eletroquimica com 80 Hz de
frequéncia, 2,0 mV de incremento de varredura e 120 mV de amplitude de pulso, em
solugdo 0,1 mol L de tampéo fosfato salino (PBS) a 0,1 mol Lt de NaCl, pH 7,0 e 50,0
mmol L do substrato. Na superficie do biossensor, a enzima lipase hidrolisa o substrato p-
NPA formando p-NP, e este é reduzido eletroquimicamente em -0,9 V vs Ag/AgCl, gerando
um pico proporcional a concentragdo de p-NPA. O biossensor foi aplicado na determinacéo
do pesticida carbendazim em amostra de agua pelo método de inibicdo da lipase. A resposta
do biossensor foi linear na faixa de concentragdo de carbendazim de 10 a 100 pg L™ (r=
0,9981) com limites de deteccdo e quantificacdo de 3,13 e 9,50 pg L™ respectivamente. O
estudo de recuperagdo para o carbendazim em amostras de agua fortificadas ficou na faixa
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de 98,5 a 105,4%. O biossensor apresentou uma boa repetibilidade (N= 15) e
reprodutibilidade (N= 5) com DPR de 4,4 e 3,6 % respectivamente, permanecendo estavel
durante 20 semanas. Os resultados obtidos aplicando o biossensor ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparados aqueles obtidos com método cromatografico
de referéncia, em um nivel de confianca de 99%, demonstrando a aplicabilidade do

biossensor para a determinagdo do pesticida carbendazim.

Palavras Chaves: Ceratobasidium sp.2, biossensor, hidréxido duplo lamelar, pesticida
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ABSTRACT

BARBOZA, Adriene de Moura, Universidade Federal de Mato Grosso, June 2017.
“’Development of enzymatic biosensor based on endophytic fungus lipases immobilized
on lamellar zinc hydroxynitrate with gold nanoparticles to determine carbendazim’’.

Advisor: Marilza Castilho

In this work, was developed an enzymatic biosensor based on endophytic fungi lipases
immobilized on lamellar zinc hydroxynitrate containing gold nanoparticles (HZnL/AuNPs).
Initially, ninety fungi were pre-evaluated in terms of lipase production potential by fungal
inoculation tests in a medium containing rhodamine-B dye and olive oil. After that, seven
fungi were selected for the enzymatic activity determination, during eight days, using p-
nitrophenyl palmitate (p-NPP) as substrate. Lipases hydrolytic activity was determined by
spectrophotometry in the visible region (A = 410 nm) monitoring the p-nitrophenol (p-NP)
appearance as product of p-NPP hydrolysis catalyzed by lipase enzyme. The highest
catalytic activity was obtained with Ceratobasidium sp.2 Al fungus, resulting in 30.88 U
(1.0 nmol of p-NP min"t mL™ pug - protein), on the eighth day of culture in liquid medium
containing olive oil. The proposed biosensor was constructed with 0.5 U of lipase adsorbed
in HZnL / AuNPs, graphite powder, multi-walled carbon nanotubes and mineral oil in the
amounts of 20/90/10/50 mg, respectively. Square-wave voltammetry (SWV) was used for
the biosensor optimization and application to the substrate p-nitrophenyl acetate (p-NPA),
obtaining best electrochemical response with 80 Hz frequency, 2.0 mV scanning increment
and 120 mV of pulse amplitude in 0.1 mol L phosphate saline buffer solution (PBS) with
0.1 mol L of NaCl, pH 7.0 and 50.0 mmol L of the substrate. The lipase enzyme
hydrolyzes the p-NPA substrate to p-NP, which is reduced electrochemically on the
biosensor surface at -0.9 V vs Ag / AgCl, generating a peak proportional to the
concentration of p-NPA. The biosensor was applied for pesticide carbendazim determination
in water samples by the lipase inhibition method. The biosensor response for the
carbendazim pesticide was linear in the range of 10 to 100 pg L (r = 0.9981) with detection
and quantification limits 3.13 pg L™ and 9.50 pg L respectively. The recovery study for
carbendazim in fortified water samples ranged from 98.5 to 105.4%. The biosensor showed
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good repeatability (N = 15) and reproducibility (N = 5) with DPR of 4.4 and 3.6%
respectively, remaining stable for 20 weeks. The results obtained by the biosensor
application showed no significant differences when compared to the chromatographic
reference method, with a confidence level of 99%, demonstrating the applicability of the
biosensor for carbendazim pesticide determination.

Keywords: Ceratobasidium sp.2, biosensor, double lamellar hydroxide, pesticide,
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1. INTRODUCAO

A necessidade de sistemas de deteccdo mais versateis para o monitoramento de
pesticidas em diferentes matrizes tem impulsionado a pesquisa de uma diversidade de
métodos analiticos. Os biossensores enzimaticos revelam grandes perspectivas quanto a sua
utilizagdo no monitoramento destes poluentes, pois combina a especificidade das enzimas
para um analito de interesse, com a sensibilidade de um transdutor, que converte o sinal
biolégico em um sinal elétrico proporcional a concentragdo do analito. Merecem destaque
aqueles em que o monitoramento do analito é baseado no principio de inibi¢do da enzima,
na qual a atividade da enzima é medida antes e apds a inibicio (MARQUES e
YAMANAKA, 2008).

Dentre os biossensores a base de inibicdo os mais descritos na literatura séo
baseados na inibicdo de enzimas colinesterases da classe das hidrolases. Enzimas da classe
das hidrolases como esterases e lipases, podem ser inibidas por uma gama de compostos
toxicos como pesticidas organofosforados, carbamatos e benzimidazois.

Enzimas lipases podem ser encontradas naturalmente em células de tecidos
animais e vegetais, podendo também ser produzidas de forma extracelular por
microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras (CASTRO et al., 2004). Um modo de
se obter lipases extracelulares envolve a cultura de fungos endofiticos de diferentes partes de
plantas. As lipases microbianas apresentam uma série de vantagens se comparadas com as
lipases extraidas de fontes animais e vegetais. Estas vantagens estdo relacionadas a algumas
caracteristicas dessas enzimas como estabilidade a altas temperaturas e ampla faixa de pH
(TREICHEL et al., 2010).

Para minimizar ou até mesmo eliminar alguns fatores que limitam o uso de
enzimas livres, o processo de imobilizagdo do componente biol6gico torna-se uma etapa
fundamental na construcdo de um biossensor, pois tanto a escolha do método, quanto do
suporte a ser empregado é de especial importancia para o bom desempenho do dispositivo.

Os suportes inorganicos baseados em materiais lamelares de hidroxidos de metais
de transi¢do tém-se apresentado como materiais promissores quando empregados como

suportes, pois possuem a caracteristica de expandir seu espago interlamelar com a
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imobilizacdo das enzimas melhorando suas propriedades, como solubilidade em agua, baixa
resisténcia a temperaturas elevadas e mudangas de pH do meio (BORDONAL, 2016). A
incorporacdo de nanoparticulas metalicas aos hidroxidos lamelares pode aumentar a
atividade catalitica destes materiais, melhorando a deteccédo do analito, quando baseados em
transdutores eletroquimicos.

O Carbendazim é um fungicida da classe dos benzimidazois e constitui o
ingrediente ativo mais utilizado dessa classe (ONISHI apud BOUDINA, 2013) nas culturas
do algodao, citros, feijdo, soja, trigo, e também no tratamento de sementes de algodao, feijao
e soja. E classificado como pesticida de alta toxicidade, e é degradado lentamente na
natureza. Isso faz desse pesticida um problema sério para a salde dos seres vivos de
sistemas aquaticos, solo e para 0 homem (KHAMMAS e AHMAD, 2016), portanto se
justifica a preocupacéo no monitoramento deste pesticida.

A determinacdo do carbendazim é descrita na literatura por métodos
eletroanaliticos e cromatogréaficos que sdo amplamente aplicados. Os métodos
cromatogréaficos sdo extremantes importantes nas andlises qualitativas e quantitativas de
residuos de pesticidas, pois oferecem alta sensibilidade, baixos limites de deteccdo entre
outros. Porém em sua maioria necessitam de etapas de purificacdo e /ou extracdo do analito
da amostra, elevando o tempo de analise e aumentando o ndmero de etapas de bancada,
além de serem métodos mais onerosos.

Neste contexto, no presente trabalho foi desenvolvido um biossensor baseado em
enzimas lipases produzidas por fungos endofiticos e imobilizadas em hidroxinitrato de zinco
lamelar decorado com nanoparticulas de ouro (HZnL/AuNPs), com transducgdo

eletroquimica, e aplicado na determinagdo do pesticida Carbendazim em amostras de agua.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biossensores

Biossensores sdo sensores cuja principal carateristica é a utilizagdo da
especificidade de um componente biol6gico ativo a um analito que através de um transdutor
converte o sinal biolégico em um sinal elétrico proporcional a concentragdo do analito
(FILHO e CAPELATO, 1992; SALGADO, 2001). Formalmente a International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), define um biossensor como: “Um instrumento
integrado que ¢é capaz de fornecer uma informagao analitica especifica, quantitativa ou semi-
quantitativa através de um receptor biolégico que estd em contato direto com um elemento
de transdugio” (THEVENOT et al., 2001).

O primeiro biossensor foi construido em 1962 por Clark e Lyons para a
determinacdo de glicose, e utilizava como material bioldgico a enzima glicose oxidase
imobilizada em uma membrana de acrilamida, que detectava o consumo de oxigénio
dissolvido, sendo a variagdo de concentragdo deste proporcional a concentracdo da glicose
(FILHO e CAPELATO, 1992; MAAREF et al., 2007). Desde entdo o interesse na pesquisa
de biossensores s6 vem aumentando, e uma ampla variedade de dispositivos que exploram
0s mais variados componentes bioldgicos, como enzimas, células, anticorpos em
combinacdo com transdutores eletroquimicos, épticos entre outros, vem sendo
desenvolvidos para as mais diversas finalidades, como analises laboratoriais, industriais,
ambientais e clinicas (FILHO e CAPELATO, 1992).

Esses dispositivos podem ser confeccionados para uso continuo, com tempo de
vida util mais longo e para um numero definido de medi¢des, ou podem ser dispositivos
descartaveis e se mostram uma ferramenta promissora para complementarem técnicas ja
existentes, devido suas caracteristicas, como seletividade, baixo custo de construgdo e
confeccdo, simplicidade e portabilidade (ROSATTO, et al., 2001). Existem diversas
possibilidades de materiais que podem ser utilizados, como receptores e transdutores, o que

aumenta a versatilidade desses dispositivos. Os biossensores podem ser empregados em
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analises qualitativas e quantitativas de diversos analitos (PARELLADA et al., 1998,
ROSATTO, et al., 2001; PEREIRA et al., 2002).

Nos Gltimos anos diversos trabalhos foram publicados descrevendo a construgdo
de biossensores como ferramentas adequadas para aplicagcbes em diversos processos, tais
como, industriais, farmacolégico, medicinais entre outros. Esses dispositivos empregam
diversos tipos de reconhecedores biol6gicos e sdo capazes de detectar uma grande variedade
de substancias de forma rapida e sensivel.

Entretanto a viabilidade da comercializagdo de um biossensor depende da
versatilidade e do baixo custo do sensor. Uma das principais dificuldades encontradas na
comercializagdo dos biossensores se deve ao fato de que o dispositivo deve funcionar por
longos periodos de tempo apresentando uma boa estabilidade e reprodutibilidade (GIL e
MELO, 2010), porém a grande maioria dos sensores ndo cumpre esse requisito devido a
fragilidade do componente biol6gico. Em contrapartida, o biossensor permite a utilizagéo de
diversos componentes biolégicos que catalisam uma grande variedade de reagdes, que
podem ser imobilizados na superficie de um eletrodo, além disso, tem a facilidade de
miniaturizacdo e automacdo, possibilitando seu emprego em processos reais in situ a um
preco competitivo (LUONG et al., 2008).

2.2 Componentes e funcionamento de um biossensor

O principio basico do funcionamento de um biossensor, o que o diferencia de
outros sensores quimicos, € a especificidade do componente biolégico para com o analito.

Os biossensores podem ser classificados quanto ao tipo de elemento bioldgico, e
quanto ao tipo de transducdo utilizado (VO-DINH e CULLU, 2000; CHAUBEY e
MALHOTRA, 2002; OLIVEIRA, et al., 2013). Na Figura 1 estdo apresentados

esquematicamente os principais componentes de um biossensor.
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Biomolécula/ Sistema de
Analito matriz Transdutor aquisicdio de dados

Optico

Eletroquimico

. e® ‘* -~
Processamento de

Piezoelétrico

.

@Y e
Enzima Anticorpo DNA  Proteina
Figura 1. Esquema dos componentes de um biossensor. (Fonte adaptado ARYA et al., 2012).

O componente bioldgico deve ser imobilizado em um suporte adequado, e €
acoplado junto a superficie do transdutor, que faz o reconhecimento do analito de interesse
por meio de uma reagdo quimica. O transdutor monitorara o desaparecimento de algum
reagente ou o aparecimento de algum produto da reacdo, gerando um sinal de corrente
elétrica, potencial, variacdo de temperatura entre outros (SALGADO, 2001; SANTOS, et
al., 2014) e por fim, o sinal é eletronicamente amplificado e exibido (ARYA et al., 2008).

2.2.1  Material biol6gico

A escolha do material biolégico é o primeiro passo na constru¢cdo de um
biossensor e depende diretamente do analito de interesse. O componente bioldgico por meio
do seu sitio ativo altamente seletivo deve ser capaz de reconhecer especificamente um
analito presente em uma matriz, possuir estabilidade no meio e nas condigdes de medicéo,
além disso, deve possibilitar a modificagdo/imobilizagdo sobre um suporte sem afetar o seu
desempenho (SALGADO, 2001; ALFAYA e KUBOTA, 2002). Existem diferentes tipos de
materiais bioldgicos que podem ser imobilizados adequadamente juntamente com

transdutores e estdo apresentados na Figura 2:
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Receptores biologicos

Figura 2. Diferentes componentes biolégicos que podem ser empregados na construgdo de
biossensores.

De acordo com o material biolégico o biossensor pode ser classificado como:
biossensores enziméticos, microbioldgicos, quimiorreceptores ou imunosensores (SILVA,
2011). Devido a alta seletividade desses materiais a um substrato, suas aplicacdes no
desenvolvimento dos biossensores sdo de grande interesse. Dentre estes destacam-se as
enzimas que sdos as mais utilizadas para esta finalidade (ALFAYA e KUBOTA, 2002), isso
devido principalmente ao seu baixo custo de obtenc&o, disponibilidade comercial e natural e
facil manipulagdo (MARQUES e YAMANAKA, 2008; MEHRVAR e ABDI, 2004).

222 Métodos de transducéo

Os transdutores sdo elementos capazes de converter as variagcdes de propriedades
fisicas ou quimicas oriundas de intera¢Ges entre o elemento de reconhecimento e o analito
em um sinal elétrico (PEREIRA et al., 2002). Nos biossensores, o transdutor pode ser
eletroquimico, dptico (absorcéo ou emissdo de radiagdo eletromagnética), e calorimétrico ou
termométrico (mudanca de temperatura) e piezoelétrico (alteracdo de massa e/ou
microviscosidade).

Dentre estes transdutores, 0s mais comuns sdo os eletroquimicos que podem ser

amperométricos ou voltamétricos (baseados na medida de corrente elétrica resultante da
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oxidacédo ou reducdo de espécies eletroativas); potenciométricos (baseados na diferenca de
potencial entre dois eletrodos, com corrente elétrica constante); condutimétricos (medidas de
condutancia resultante de produtos da reagdo catalitica) e impedimétricos (baseados na
medida da impedéancia) (CHAUBEY e MALHOTRA, 2001; MELO, 2008).

Na Tabela 1 encontram-se sistemas de transdugdo eletroquimica, seus métodos de
medicdo e aplicagdes tipicas (MELO, 2008).

Tabela 1. Sistemas de transdugdo usados em biossensores eletroquimicos. (Melo, 2008)
Sistema de Transducéo Modo de Medi¢do

Aplicacdo tipica

Condutimétrico Condutancia Reacdes catalisadas por
enzimas
Eletrodo enzimatico Amperométrico/ Substratos enzimaticos e
Voltamétrico anticorpos, reagdes
(Corrente) catalisadas por enzimas
Transistores de efeito de Potenciométrico fons, gases, substratos
campo (Voltagem) enzimaticos e analito
imunolégicos
Eletrodo fon seletivo Potenciométrico Eletrodo de gases, enzimas,
(Voltagem) organelas células e tecidos.
Impedimétrico Impedancia Imunosensores enzimaticos

Os biossensores com transdugdo eletroquimica se caracterizam por serem simples,
sensiveis, confidveis e apresentarem um menor tempo de resposta. Sdo utilizados em
condi¢des que muitas vezes ndo requer um pré-tratamento de amostra e permitem a

determinagdo de um analito em uma ampla faixa de concentracdo (THEVENOT et al.,
2001).
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2.3 Materiais utilizados na construcao de biossensores

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem sido amplamente estudado,
sendo, grande parte dos biossensores desenvolvidos a base de pasta de carbono (ALMEIDA
e GIANNETTI, 2002), estes eletrodos possuem a vantagem de diminuir o limite de detec¢o
do analito de interesse e aumentar a seletividade das determinagoes.

Os nanomateriais como, por exemplo, nanotubos de carbono e nanoparticulas
metalicas (preparadas a partir de metais semicontudotores), tem sido bastante aplicado na
area de biossensores nos dltimos anos. Isso devido suas propriedades como grande razéo
superficie-volume, alta eficiéncia catalitica e sua grande habilidade de adsorgdo (ZHAI et
al.; 2010)

231 Eletrodos de pasta de carbono

A aplicacdo de eletrodos de pasta de carbono (EPC) em andlises eletroquimicas
esta em crescente expansdo, isso devido a algumas caracteristicas desse material como:
amplo intervalo de potencial; baixa corrente de fundo; baixo custo; inércia quimica entre
outros (SANTOS et al., 2014), além disso, possui uma grande facilidade de modificacéo e
renovagdo da superficie.

A pasta de carbono consiste em uma mistura composta de pd de grafite e um
aglutinante que geralmente é um 6leo organico como, por exemplo, o nujol (PEREIRA et
al., 2002), quimicamente inerte, de baixa volatilidade, livre de impurezas, eletroinativo e
imiscivel, que possui a finalidade de preencher os intersticios entres as particulas do p6 de
grafite (SANTOS et al., 2014).

O primeiro EPC foi elaborado em 1958 por Adams, com o intuito de substituir o
eletrodo gotejante de mercurio, onde poderia ser utilizado para realizar experimentos, com
varreduras de potenciais em regiBes de potenciais positivos, regido de potencial onde o
mercUrio sofre oxidacdo (ADAMS, 1958; OLIVEIRA e VIERIRA, 2006). Desde entéo
diversos eletrodos baseados em pastas de carbono foram desenvolvidos para as mais

variadas finalidades.
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Marcolino (2007) desenvolveu eletrodos a base de carbono, para anélises
voltamétricas e amperométricas para determinacéo de espécies de interesse farmacéutico.

A popularidade desses eletrodos se deve principalmente a rapidez e simplicidade
no processo de preparagdo da pasta, renovacdo da superficie a cada nova andlise, e a
modificacdo interna do material eletrodico, se diferenciando dos eletrodos solidos
convencionais que s6 podem ser modificados na superficie (NUNES et al., 2001; PEREIRA
et al., 2002).

2.3.2 Nanotubos de carbono

A utilizagdo de novos materiais para a construcéo de sensores eletroquimicos vem
se intensificando. A descoberta dos nanotubos de carbono (NTCs) em 1991 pelo fisico
Sumio lijima despertou grande interesse na comunidade académica e tem sido empregado
nas mais variadas aplicagdes devido as suas propriedades eletronicas, resisténcia mecanica e
suas propriedades quimicas (MERKOGCI et. al., 2005). Os NTCs sdo compostos formados
por tomos de carbono, com estrutura definida, de formas cilindricas coaxiais constituidas
por folhas de grafeno, de comprimento que varia de nandmetro a centimetros (MERKOCI
et. al., 2005 e LI e CHOU, 2006).

Existem dois tipos de NTCs, que dependem de sua forma estrutural: os nanotubos
de carbono de parede simples (NTCPs) ou SWCNT da expressdo em inglés (Single-Walled
Carbon Nanotubes); e os nanotubos de paredes multiplas (NTCPMs) ou MWCNT (Multi-
Walled Carbon Nanotubes) como demonstrado na Figura 3. A diferenca entre os dois sdo a
quantidade de folhas de grafeno que estdo enroladas sobre o0 mesmo eixo (AHMAD et al.,
2006).

29



Figura 3. Representagdo dos NTCs. Nanotubos de parede simples a esquerda, nanotubos de paredes
multiplas a direita. (Fonte: FERNANDES, 2008).

Os NTCs possuem diversas aplicagcdes na area tecnoldgica, como fontes de
elétrons para displays de tela plana, estocagem de gas, suporte para catalisadores,
capacitores de alta poténcia, sensores etc (OLIVEIRA, 2008). Os NTCs sdo de grande
importancia para ciéncia dos nanomateriais alavancando as pesquisas na &rea na
nanotecnologia (HERBST et al., 2004) e também possibilitando sua aplicacdo em diversas
areas como na eletroquimica. Devido sua elevada area superficial e baixa resistividade sdo
aplicados no desenvolvimento de supercondensadores, dispositivo de armazenamento de
hidrogénio e células solares. Desenvolvem um papel importante na miniaturizacdo de
dispositivos eletronicos, e podem também serem utilizados para fabricar transistores e
memorias de computadores entre outras aplicages (MARTINEZ et al., 2013).

Na eletroquimica sua utilizagdo vem crescendo, principalmente no
desenvolvimento de sensores devido as suas propriedades, como grande area superficial que
proporciona amplificacdo do sinal analitico e também seu elevado poder catalitico
(SANTOS, 2012). Os eletrodos a base de NTCs podem ser obtidos pela mistura de NTC
com oOleo mineral, a elevada area superficial dos NTCs proporcionam a construcdo de
eletrodos estaveis e robustos (MERKOCI et al., 2005). No desenvolvimento dos
biossensores também podem ser utilizados como componentes da pasta a base de grafite,

melhorando a capacidade eletrocatalitica desses dispositivos.
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2.4 Biossensores enzimaticos

Os biossensores cujo material biolégico € uma enzima, sdo denominados
biossensores enzimaticos. Sua principal vantagem esta nas propriedades biocatalizadoras das
enzimas, que sdo altamente especificas devido principalmente a ligacdo existente entre a
molécula do substrato pelo sitio ativo das enzimas que envolvem fatores tais como, tamanho
da molécula do substrato, grupos funcionais e polaridade.

Desde o desenvolvimento do primeiro biossensor na década de 60, muitos estudos
estdo sendo realizados para o desenvolvimento dos biossensores enziméticos. Novas
técnicas e materiais de imobilizacéo, técnicas de transducéo e diversos analitos podem ser
detectados empregando 0s biossensores enzimaticos.

Séo encontrados na literatura diversos trabalhos, onde sdo utilizados uma ou mais
enzimas como componente bioldgico para um biossensor, e geralmente elas estdo
imobilizadas em diferentes suportes e utilizando varios componentes ligantes (KARUBE e
NOMURA , 2000; PANPAE et al., 2006; NIKOLELI et al., 2010;).

241 Imobilizacéo enzimética

A imobilizacdo da enzima no suporte é uma etapa crucial no desenvolvimento de
biossensores, pois ela proporciona a reutilizagdo das enzimas, aumenta a estabilidade, reduz
custos e aumenta, dependendo do suporte, a atividade enzimatica. A perda parcial ou total
da atividade enzimatica ¢ um dos principais problemas durante o processo de imobilizagéo
da enzima. Essa perda na atividade pode depender de inimeros fatores, dentre eles, a propria
enzima, o suporte, os reagentes utilizados e as condi¢fes experimentais (OLIVEIRA e
VIEIRA, 2006). Os quatro tipos basicos de imobilizacdo enzimatica sdo ilustrados na Figura
4, que sdo: adsorgdo fisica, ligagdo covalente, encapsulamento fisico e ligagdo covalente

cruzada.
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Figura 4. Técnicas de imobilizacdo enzimatica: (a) adsorcdo fisica; (b) encapsulacdo; (c) ligacdo
covalente e (d) ligacéo covalente cruzada. (Fonte: Adaptado de MARTINS, 2006).

Adsorcao fisica: Este método de imobilizacdo é mais simples, rapido e de baixo
custo. Baseiam-se em interaces eletrostaticas forgas de Van der Waals, interacdes
hidrofébicas e/ou ligagbes de hidrogénio, entre a enzima e a superficie do suporte
(PEREIRA et al., 2002; SHARMA et al., 2003). Varios materiais podem ser utilizados como
suporte, estes sdo escolhidos considerando sua estabilidade e capacidade de adsorgdo.
Alguns exemplos desses suportes sdo o polietileno, resinas sintéticas, as nanoargilas entre
outros (MENDES et al., 2011).

Encapsulacdo: A encapsulagdo envolve a retengdo das enzimas dentro dos
intersticios de um polimero insolGvel em &gua ou dentro de microcapsulas de membranas
semipermeavel, que permite a passagem somente dos substratos e dos produtos reacionais.
As enzimas podem ser encapsuladas em poliacrilamida, agarose entre outros. As principais
desvantagens desse método estdo relacionadas ao tamanho dos poros que geralmente séo
irregulares, falta de rigidez e limitacGes difusionais para o substrato e produto (BOADI e
NEUFELD, 2001).

Ligacgdo covalente: Este método envolve a formacéo de ligagdes entre grupos néo
reativos da enzima com grupos reativos do suporte. Para escolha deste suporte, é necessario
avaliar as caracteristicas de solubilidade, presenca de grupos funcionais, estabilidade
mecanica e area superficial do suporte. Dentre 0s mais usados estdo o vidro e ceramica
porosa, poliestireno, agarose, celulose, nylon entre outros. A grande desvantagem da técnica
¢ a perda parcial da atividade da enzima devido as mudancgas nas conformagdes dos sitios
ativos da enzima (TWARI et al., 2009).

Ligacéo covalente cruzada: Este método de imobiliza¢éo é baseado na formacéo
de um reticulado das moléculas do biomaterial e/ou do suporte, por meio de ligagdes
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covalentes, formando uma rede mais rigida e uma ligagdo mais estavel (DALLA-VECCHIA
et al., 2004). Uma desvantagem do método é o aumento no tempo de resposta do biossensor,
devido a formacéo de barreiras de difusdo (NUNE et al., 2004).

O leque de materiais utilizados como suportes de imobilizagdo enzimatica no
desenvolvimento de biossensores é muito diversificado.

Oliveira et al., (2012) desenvolveu um biossensor baseado em peroxidase da
atemdia imobilizada em nanoargila modificada com grupos aminopropiltrietoxissilano e
octadecilamina para o monitoramento do pesticida glifosato em de agua.

Seleci et al., (2012) construiram um biossensor baseado na enzima glicose oxidase
imobilizada no suporte montmorilonita modificada com grupos metil e dimetilamina sobre
eletrodo de carbono vitreo, utilizado para determinacéo de glicose em amostra de vinho.

Todos os estudos demonstram a importancia da imobilizacdo, etapa crucial no
desenvolvimento do biossensor. A escolha da técnica utilizada na imobilizacdo do
componente bioldgico no caso, as enzimas, e 0 contato desta com o transdutor séo de grande
importancia, pois a longevidade e a estabilidade desses dispositivos dependem diretamente
das enzimas (OLIVEIRA e VIEIRA, 2006).

2411 Materiais Lamelares como suporte

A IUPAC classifica os materiais lamelares como material cristalino onde os
atomos de uma lamela estdo ligados por ligagdes quimicas, enquanto os dtomos de lamelas
adjacentes interagem por interagdes fracas, essas fracas interagcdes consistem em interagdes
do tipo Van der Waals (SCHOONHEYDT et al., 1999). Os exemplos mais simples desses
materiais sdo grafite, metais alcalinos terrosos e os hidroxidos de metais de transicdo
(ARIZAGA et al., 2007).

Outros exemplos de materiais lamelares séo os silicatos lamelares, e estes podem
ser usados como suportes para a imobilizacdo de enzimas. Estes materiais sdo formados por
lamelas inorganicas que possuem cétions ou anions no espaco interlamelar (entre suas
lamelas) podendo sofrer reacBes de intercalagdo/troca ibnica (QUITES et al., 2014). Os

hidréxidos lamelares sdo outra classe de materiais lamelares, eles sdo utilizados como
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matrizes inorgénicas para encapsulacdo de corantes anidnicos e drogas. As propriedades
desses materiais dependem da composicdo estrutural, das camadas do hospedeiro e da
composi¢do do espago interlamelar (DEMEL et. al., 2014).

Os materiais lamelares apresentam uma classe importante, pois eles podem
expandir seu espaco interlamelar com a imobilizacdo das enzimas, melhorando suas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas. Outra vantagem atribuida aos compostos
lamelares é sua estabilidade térmica e quimica frente a diferentes ambientes quimicos
(QUITES et al., 2014).

Os hidroxidos duplos lamelares (HDLs) sdo exemplos de materiais lamelares
muito estudado atualmente, suas estruturas sdo fundamentadas na estrutura da brucita
Mg(OH)2, e podem ser representadas pela formula geral M2*(OH)2-x(A™)xn.yH20. Onde M?*
pode ser os cations metalicos como Cu?*, Zn?* e Ni?*, 0 A™ representa anions trocaveis e n
indica a quantidade de moléculas de &gua na regido interlamelar. Quando o cétion metalico
(M?*) é o fon Zn?* e o contra fon é o anion nitrato (NO3) o composto é chamado de
hidroxinitrato de zinco lamelar (HZnL) e sua estrutura é representada pela formula
Zns(OH)s(NOs).2H20 (ARIZAGA, 2008). Ha uma diversidade de ions que podem ser
substituidos por cations M?* gerando uma diversidade de compostos de composi¢do variada

de cétions e anions intercalados (SILVA et al., 2014).

2.5 Enzimas

A utilizagdo de enzimas para fins analiticos vem crescendo a cada dia no
desenvolvimento de biossensores enzimaticos, pois possuem diversas vantagens como,
diversidade de reacGes que as enzimas podem catalisar, grande variedade e podem ser
obtidas a partir de fonte naturais e comerciais (NAKATANI, 1995).

As enzimas sdo proteinas de alta massa molecular que catalisam as reacoes
biol6égicas com muita eficiéncia, sendo componentes fundamentais em todos 0s processos
bioguimicos. Elas catalisam as centenas de reagdes envolvidas durante a degradacdo das
moléculas de nutrientes, conservam e transformam energia, além de sintetizarem

macromoléculas biolégicas por meio de precursores simples (NELSON e COX, 2002).
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Muitas reacBes requeridas para digerir alimentos, enviar sinais nervosos ou contrair um
musculo simplesmente ndo ocorrem, em velocidades apropriadas sob condig¢@es bioldgicas,
sem catalise. As enzimas atuam contornando esse problema oferecendo ambientes
apropriados para que as rea¢fes possam ocorrer mais rapidamente (NELSON e COX, 2002).

A estrutura de uma enzima é constituida por uma parte proteica, porém a ela
podem estar associadas outras moléculas, como carboidratos e lipideos. Algumas enzimas s6
apresentam atividade catalitica, com a participacdo de moléculas menores denominadas
cofatores, que sdo de natureza ndo proteica, como fons inorganicos (Fe%*, Mg?*, Mn?* ou
Zn?*) ou moléculas organicas (NELSON e COX, 2002).

A utilizac8o de enzimas como catalisadores em analises quimicas se deve a alta
sensibilidade e especificidade para um analito (FILHO e CAPELATO, 1992). Assim como
outros tipos de catalisadores, as enzimas aceleram a velocidade das rea¢des, promovendo 0
alcance do equilibrio em um menor tempo e diminuindo a energia de ativacdo das reagdes
sem altera-las (MELO, 2008; NELSON e COX, 2002). O mecanismo basico de uma catalise

enzimatica esta descrito na Equacdo 1:

K1 K3
E+S =ES= E+P
K (1)

Onde E representa a enzima, S o substrato, ES o complexo intermediario enzima
substrato e P o produto formado. Para uma reacdo enzimatica envolvendo uma concentragdo
conhecida de enzimas, a velocidade da reacdo é dada pela equagdo de Michaellis-Menten

Equacdo 2:

v = VoudS]
K, +[S]
)
Onde Vo representa a velocidade da reagdo, Vm a velocidade méaxima, que é igual

a Ks[E], [S] a concentragdo inicial do substrato e, Km = (K2 + K3 /K1) a constante de

Michaellis-Menten oriunda das constantes de velocidades apresentadas na Eq. 2 (FILHO e
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CAPELATO, 1992, NELSON e COX, 2002). Alguns fatores influenciam no alto poder
catalitico das enzimas, com integridade das suas estruturas primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria, forca idnica do meio, a temperatura e pH do meio em alguns casos necessidade
da presenca de um cofator (MARZZOCO e TORRES 1999; NELSON e COX, 2002).

Em métodos analiticos geralmente a enzima é utilizada para converter um
substrato em um produto que possa ser detectado, ou também catalisar uma reagdo na
presenca de um reagente, neste caso monitora-se a diminui¢cdo da concentracdo deste
reagente, em ambos 0s casos é utilizado uma técnica analitica como a espectrofotometria, a
eletroquimica entre outras (FILHO e CAPELATO, 1991).

As enzimas sdo classificadas de acordo com o tipo de reagdes que elas catalisam
(NELSON e COX, 2002). Na Tabela 2, estd apresentada a classificacdo das enzimas de
acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUBMB).

Tabela 2. Classificacdo das enzimas de acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional
de Bioguimica e Biologia Molecular (IUBMB). Fonte: (NELSON e COX, 2002).

P'\::néiio Classe Tipo de reacdo catalisada
1 Oxirredutases  Transferéncia de elétrons (ions hidretos ou atomos de
H).
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos.
3 Hidrolases Reagdes de hidrolise (transferéncia de grupos
funcionais da agua).
4 Liases Adicao de grupos a ligagdes duplas, ou formagéo de
duplas ligacOes pela remogao de grupos.
5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro de moléculas para
produzir formas isoméricas.
6 Ligases Formacéo de ligagBes C-C, C-S, C-O, e C-N.

*EC — Enzyme Class (classe de enzimas)

A nomenclatura das enzimas se da de acordo com a IUBMB, como exemplo

podemos citar as lipases EC 3.1.1.3, onde o primeiro nimero refere-se a qual dentre as seis
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grandes classes a enzima pertence, no caso (EC 3) se refere as hidrolases, o segundo nimero
é referente ao tipo de ligacdo no qual a enzima atua, ligacdes ésteres para no caso da lipase
(EC 3.1), o terceiro nimero é uma subclassificacdo do tipo de ligagdo, no caso &cidos
carboxilicos (EC 3.1.1) e o quarto nimero indica a série da enzima, lipases hidrolisam
triglicerideos (EC 3.1.13). (MARZZOCO e TORRES 1999; NELSON e COX, 2002).

As hidrolases sdo enzimas que catalisam reagGes de hidrolises, no total sdo 12
subgrupos de enzimas hidrolases. Essa classe de enzimas é muito importante para o
catabolismo celular, muitas delas ndo necessitam de coenzimas e algumas podem atuar no
meio extracelular como por exemplo as lipases (BISATTO, 2012).

251 Lipases

As lipases se destacam dentre outras enzimas devido as suas multiplas aplicacdes,
sendo utilizadas nas indUstrias de detergentes, medicamentos, alimentos, cosméticos,
biodiesel, no tratamento de efluentes e no desenvolvimento de biossensores (MESSIAS et
al.,, 2011). Além das reagBes de hidrdlise as lipases catalisam reacOes de esterificacdo e
transesterificacdo, podendo atuar na interface aquoso-ndo aquoso.

As enzimas lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3), atuam na interfase
organico-aquosa, catalisando a reacdo de hidrolise de substratos insollveis em &gua: 6leos e
gorduras com a liberagdo de acidos graxos, mono ou diacilglicerdis e glicerol. As reacdes de
hidrélise catalisadas pelas lipases envolvem ataque na ligacdo éster do triglicerideo na
presenca de moléculas de &gua produzindo glicerol e &cidos graxos (Figura 5). Uma
caracteristica muito importante dessas enzimas é a habilidade das lipases de ndo apenas
hidrolisar ligagbes éster, mas também de sintetizar ligagdes éster em meio ndo aquoso
(MACRAE e HAMMOND, 1985). Elas também catalisam reacBes de esterificacéo,
transesterificacdo e interesterificacdo (MENDES et al., 2012).
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Figura 5. Mecanismo da reagdo de hidrélise de um triglicerideo catalisado por lipase em meio aquoso.

A triade catalitica das lipases (Figura 6) € formada por trés residuos de
aminoécidos: um residuo de serina, que é responsavel pela catalise, unido por ligacbes de
hidrogénio a um residuo de histidina e um residuo de &cido glutdmico ou aspartico
(EGLOFF et al., 1995; JAEGER et al., 1999; OLLIS et al., 1992).

Figura 6. Estrutura tridimensional da lipase e os residuos dos aminoacidos que compdem a triade
catalitica: serina, histidina e aspartato, extraidas do Pseuddmona cepacia. (Fonte: Adaptado BISATTO,
2012).

A triade que compdem o sitio ativo das enzimas lipases é o responsavel pela sua
acdo catalitica, contém os aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e acido aspartico (Asp)
ou 4cido glutamico (Glu). Durante uma catélise enzimatica o sitio ativo da enzima liga-se ao

substrato, alterando e favorecendo energeticamente a reagdo (CHAMPE e HARVEY, 1996).
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O mecanismo para hidrolise de ésteres pela acéo catalitica das lipases é composto

por cinco etapas mostradas na Figura 7.
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Figura 7. Mecanismo de reagdo de hidrolise de ligacdo ésteres catalisadas por lipases. Adaptado de
CIGLER et al.,1994.

Inicialmente a histidina por meio de uma ligacdo de hidrogénio aumenta a
nucleofilicidade do grupo hidroxila da serina do sitio catalitico; posteriormente o grupo
hidroxila da serina atua como uma base atacando o carbono suscetivel da ligagdo éster,
abrindo a ligagdo C=0, dando origem ao intermediario tetraédrico, que por sua vez €
estabilizado por ligagdes de hidrogénio formadas com as ligacSes amida. Nesta fase a
histidina atrai o hidrogénio liberado pela serina e o aspartato ou glutamato estabilizam a

carga positiva que se forma na histidina (JAEGER et al., 1999).
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O pH 6timo da atividade e estabilidade dessas enzimas esta na faixa de 6,0 a 8,0 e
uma temperatura Otima para atividade maxima entre 30°C a 40°C. Possuem massas
moleculares entre 20 a 60 kDa, e seu ponto isoelétrico pode variar entre 4 e 5 (FERRER et
al., 2000, HIOL et al.,1999).

As lipases sdo muitas vezes confundidas com esterases, que catalisam a hidrolise
de substratos hidrossolUveis de cadeia carbonica curta, diferentemente das lipases que
catalisam a hidrdlise de ésteres de acidos graxos de cadeia longa hidrofébicos (< 10
carbonos) (FORJAN et al., 2000).

As lipases sdo largamente aplicadas na inddstria em processos de processamento
de alimentos, detergentes e sintese de produtos utilizados na quimica e farmacos, também
auxiliam no processamento de dleos e gorduras, na producdo de cosméticos, além de serem
aplicadas em sistemas de tratamento de efluentes gordurosos (TREVISAN, 2004). Na
Tabela 3, estdo elencadas algumas aplicagdes industriais dessas enzimas conforme o tipo de

reacBes que catalisam.

Tabela 3. Aplicagdes industriais de lipases de acordo com o tipo de reacdo de catalise enzimética.
(Durli, 2007)

Tipos de Area de aplicagio Aplicacoes Produtos
reacoes
Hidrolise Alimentos Hidrolise de gorduras Agentes  flavorizantes  para
(laticinios) do leite queijos e derivados
Quimica Hidrélise 6leos e Acidos graxos, diglicerideos e
(Processamento de  gorduras monoglicerideos  (emulsificantes

6leos)

Quimica
(detergentes)

Medicina

Remogdo de manchas
de dleos

Dosagem de
triglicerideos no
sangue

para andlise de lipideos)

Detergentes de  uso em
lavanderias e domésticos

Kits para diagndstico

Esterificaca
0

Inddstria fina geral

Sintese de ésteres

Intermediarios
emulsificantes

quirais  ésteres,
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IndUstria alimenticia  Esterificagdo ou Oleos e gorduras, flavorizantes,

transesterificacéo producéo de aromatizantes
Industria Sintese de  Anti-inflamatérios  (naproxeno,
farmacéutica intermediéarios em ibuprofeno, cetoprofen, suprofen)
medicamentos
Transesterifi  Industria Fina Transesterificagdo em  Producéo de biodiesel
cacio 6leos vegetais

As enzimas também sdo aplicadas na construcéo de biossensores. Mauricio et al.,
(2014) desenvolveram um biossensor potenciométrico para controle da qualidade de éleos
de gergelim comestivel, baseado em enzimas lipases comercial oriunda do Candida rugosa
tipo VII.

Siqueira (2009) desenvolveu um biossensor eletroquimico ‘screen-printed’ para
deteccdo de triglicerideos, baseados em enzimas lipases soltveis imobilizadas por adsorcéo
fisica no eletrodo de trabalho uma mistura de pasta de carbono e quitosana contida sobre
fitas poliméricas.

As fontes de lipases sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
produzidas por animais, plantas e microrganismos. Nos animais as lipases atuam no
metabolismo de lipideos, como a digestdo, a adsor¢do, a reconstituicdo das gorduras e
também no metabolismo de lipoproteinas. Em plantas, sdo encontradas em tecidos de
reserva de energia (SHARMA, et al., 2001). A maioria das lipases utilizadas em industria
para fins biotecnolégicos tem sido isoladas de bactérias e fungos (LIN et al., 2006).

2.6 Fungos na producéo de enzimas lipases

Enzimas lipases podem ser obtidas a partir de fontes naturais, como animais,
vegetais e microbiana (CASTRO et al., 2004). Sendo as lipases microbianas as preferidas
para aplicacdo industrial (MAHADIK et al.,, 2002). Essas enzimas sdo amplamente
diversificadas em suas propriedades enzimaticas e especificidade ao substrato e isso as torna
especialmente atrativas para aplicacdo industrial (HASAN et al., 2006).

As fontes flngicas tém sido também preferencialmente utilizadas, n&o

necessariamente devido as suas melhores caracteristicas em relagdo a lipases bacterianas,
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mas sim porque na sua grande maioria ndo sdo nocivas a saide humana, sendo reconhecidas
como GRAS (Generally Regarded as Safe) (JAERGER et al., 1994). Os fungos filamentosos
sdo considerados bons produtores de enzimas (MAIA et al., 2001). Diversos géneros de
fungos filamentosos tém sido estudados como fonte de lipases, entre eles estdo: Apergillus,
Mucor, Geotrichum, Rhizopus, Penicillium, Verticilium, entre outros (RAPP e
BACKHAUS, 1992).

Entre as enzimas flngicas importantes para a indistria destacam-se as
amiloglicosidases, produzidas por Aspergillus e Rhizopus; as a-amilases, que podem ser
isoladas da linhagem Aspergillus niger, essas enzimas catalisam a quebra do amido em
dextrinas e oligossacarideos; e as lipases que catalisam reversivelmente a hidrolise de
triacilglicerois em condi¢gdes normais, também catalisam reacdes de transesterificacdo e
sintese estereoespecifica de ésteres em uma diversidade de substratos (PASTORE e
MACEDO, 2004).

26.1 Fungos Endofiticos

Endofiticos sdo definidos como: “todo microrganismo cultivavel ou ndo, que
habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar nenhum dano ao hospedeiro e que ndo
desenvolvem estruturas externas, com exce¢do de bactérias ondulantes e fungos
micorrizicos” (AZEVEDO e ARAUJO, 2006). De Bary (1866) descreveu o termo
endofitico pela primeira vez, como microrganismo que vive nos tecidos de plantas, e
epifiticos que vivem na superficie (CHAPLA et al., 2013).

Os endofiticos estabelecem relagdes simbidticas com a planta e seu hospedeiro,
que lhes fornecem nutrientes e compostos necessarios para término do seu ciclo de vida.
Para a planta essa associagcdo com o fungo, proporciona resisténcia a patdgenos e a outros
estresses abidticos, melhorando sua capacidade competitiva pela produgdo de metabdlitos e
hormdnios de crescimento (KAUL et al., 2012; STROBEL, 2003). Eles podem hospedar
plantas que crescem em diferentes regides e condi¢des ambientais diferentes, como por
exemplo, as plantas que crescem no Artico e na Antértida, no deserto, solos geotérmicos
entre outros (KHARWAR et al., 2011).
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Os estudos sobre fungos endofiticos vém ganhando uma grande importancia nos
Gltimos anos, especialmente a producdo de metabdlitos secundéarios de interesse
farmacoldgico, além de apresentarem um potencial relevante no controle de pragas
(HAWKSWORTH, 1991; AZEVEDO, 1998). O taxol que vem sendo utilizado no
tratamento de cancer de mana e de Utero é o principal exemplo de metabdlito secundario
produzido por fungos endofiticos (AZEVEDO et al., 2002).

Um exemplo de aplicacdo de enzimas produzidas por fungos endofiticos na
construgdo de biossensores, foi descrita por Grawe et al., 2015, onde enzimas esterases
produzidas pelo fungo endofitico Eupenicillium shearii FREI-39, foram empregadas no
desenvolvimento de um biossensor para determinacéo do pesticida carbofuram em &gua.

2.7 Biossensores baseados no processo de inibicao enzimatica

Os biossensores enzimaticos podem fazer uso da atividade enzimética como sinal
analitico a ser monitorado. Dentre os varios tipos, merecem destaque aqueles em que o
monitoramento do analito é baseado no principio de inibi¢do da enzima, na qual a atividade
é medida antes e ap06s a inibigdo. Este processo é efetuado pela exposicdo da enzima a um
inibidor especifico, por um determinado tempo, sendo que a percentagem de inibicao sofrida
pela enzima estd quantitativamente relacionada com a concentracdo do agente inibidor
(MARQUES e YAMANAKA, 2008).

Dentre os biossensores a base de inibicdo os mais descritos na literatura séo
baseados na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), fosfatases, tirosinases e
peroxidases como uma técnica de monitoramento com diversas aplicagdes ambientas,
agricolas, clinicas e alimentares (MARTINEZ, 2011). As enzimas AChE sdo hidrolases e
catalisam a quebra do neurotransmissor Acetilcolina produzindo a colina e acido acético.
Essas enzimas podem ser inibidas por uma gama de compostos téxicos como pesticidas
organofosforados e carbamatos, nicotina e metais pesados. Para a inibicdo com pesticidas
organofosforados, a enzima AChE fosforilada é estavel, o que resulta em um processo de
inibicdo irreversivel. Para os Carbamatos o complexo formado enzima e inibidor é

facilmente desfeito, sob condigBes especificas, 0 que faz deste processo de inibicdo ser
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considerado reversivel (ZHANG et al., 2010; MARQUES e YAMANAKA, 2008; GRAWE
etal., 2014).

SHAMAGSUMOVA et al., (2015) desenvolveu um biossensor baseado em AChE
imobilizada em negro de fumo sobre a superficie do carbono vitreo para determinagdo de
pesticidas com transducdo amperométrica. Os limites de detecgdo obtidos pelo biossensor
foram de 4x10%2, 5x10°, 2x10 e 6 x10'%° mol L para os pesticidas malaoxon, metil-
paraoxon, carbofuram e aldicarb respectivamente.

Os processos de inibicdo reversiveis sdo mais interessantes para a aplicacdo dos
biossensores, do ponto de vista pratico, pois desta forma a enzima pode participar de mais
de um ciclo catalitico aumentando assim o tempo de vida Util do biossensor.

2.8 Benzimidazois

A utilizagdo de pesticidas (herbicidas, acaricidas, fungicidas e inseticidas), tem se
intensificado nos Ultimos anos, isso porque essas substancias sdo muito Uteis e importantes
para tratar de uma vasta gama de doengas causadas por vérios insetos, fungos e outras
pragas para se atingir altos indices de producéo de alimentos.

O Estado de Mato Grosso desempenha um papel fundamental no agronegdcio do
pais. Na escala nacional de produgdo de cerais, leguminosas e oleaginosas o relatorio de
Estatistica da Producdo agricola de Janeiro de 2017, relata que a safra nacional totalizou em
221,4 milhdes de toneladas, 20,3% superior da obtida no mesmo periodo no ano passado.
Entre estes a Regido Centro-Oeste representa 94,0 milhdes de toneladas o que representa
42,5 % da produgdo total, sendo o Estado de Mato Grosso responsavel por 24,6 % da

participacdo, como apresentado na Figura 8 (IBGE, 2017).
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Figura 8. Relatério de Estatistica da Producéo agricola de Janeiro de 2017, para safra nacional de

cereais, leguminosas e oleaginosas. Fonte: IBGE, 2017.

Toda essa grande producdo se deve a utilizagdo de técnicas de plantio e
maquinarios mais sofisticados, como também a utilizacdo de pesticidas que aumentam a
produgdo e reduz as populagdes de pragas e doengas. Entretanto essas substancias sdo
responsaveis pela poluicdo de varios componentes ambientais, apresentando um risco para
salide humana e ambiental. A utilizacéo inadequada destes produtos quimicos podem levar a
intoxicagdo do homem e outros organismos.

Devido suas propriedades e eficacia os fungicidas organicos da classe dos
benzimidazois sdo muito utilizados na agricultura. Esses pesticidas sdo aplicados no
tratamento de sementes e do solo e em aplicagBes de foliares em culturas de algod&o
(sementes), citros (folhas), soja (sementes e folhas) (COUTINHO et. al., 2006).

Os pesticidas desta classe atuam nos fungos por meio da inibicdo de proteinas
especificas, chamadas de alfa e beta tubulina. Quando essas proteinas entram em contato
com tais fungicidas a formagdo dos microtibulos por meio da polimerizacdo € inibida,

resultado disto é que as células ndo se dividem e passam a ser multinucleadas, levando o
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fungo a morte (BASF, 2006). Essa propriedade dos benzimidazois faz com que esse
fungicida apresente alto risco de resisténcia adquirida pelo patégeno (RODRIGUES et al.,
2007).

Dentre os principais compostos do grupo dos benzimidazois, podemos citar o
benomil, tiabendazol, tiofanato metilico e o carbendazim (CBZ) (KUSSUMI, 2007), sendo o

carbendazim o ingrediente ativo mais utilizado.

2.8.1 Carbendazim

O Carbendazim (CBZ) ¢ um dos ingredientes ativos mais utilizados dos fungicidas
sistémicos do grupo benzimidazoéis utilizado no controle de uma grande variedade de
doencas em plantacBes de frutas, vegetais, algoddo, cereais entre outros, pois também atua
na protecdo de culturas contra doengas fungicas pds-colheita (KHAMMAS, 2016). Este
pesticida pode ser encontrado comercialmente como Bendazol® e Derosal 500 SC ©.

2.8.1.1 Propriedades Fisico-quimicas

O Carbendazim é um fungicida sistémico de amplo espectro, com agdo protetora e
curativa, do grupo quimico dos benzimidazois, quimicamente conhecido como metil
benzimidazol-2-il carbamatos (KHAMMAS, 2016). Seu registro no CAS (American
Chemical Society) é 10605-21-7 (ANVISA, 2007), e sua estrutura quimica esta apresentada

na Figura 9.
O
H OCHj;
N
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N

Figura 9. Férmula estrutural do carbendazim.
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O Carbendazim CyHgN3O2 se apresenta como um sélido cristalino branco de odor
caracteristico, de classificagdo toxicoldgica 111 (ANVISA, 2007), é estdvel em condicdes
normais de armazenamento (COUTINHO, 2006). Algumas propriedades do carbendazim

sao listadas na Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas do Carbendazim.
Propriedades Fisico-Quimicas do Carbendazim

Massa molecular 191,187
Densidade 0,27 g/mL
Ponto de Fuséo 250 °C
Coeficiente de particao (Kow) 1,49 octano-agua
pKa 4,2
28,0 mg L (pH 4,0)
Solubilidade em agua 8,0 mg Lt (pH 7,0)

7,0 mg Lt (pH 8,0)

300 mg L* (etanol e acetona)
100 mg L™ (cloroférmio)
36 mg L (benzeno)

0,5 mg L™ (hexano)

Solubilidade em solventes organicos

2.8.1.2 Carbendazim no meio ambiente sua

ecotoxicidade e toxicidade.

A degradacdo do carbendazim é lenta no meio ambiente isso devido a natureza
benzimidazoélico do anel em sua estrutura que é dificil de quebrar, assim ele persiste por um
longo tempo no meio ambiente. Residuos de carbendazim e seus metabolicos sdo fortemente
encontrados ligados ou incorporados a matéria organica do solo pelo anel imidazol da
molécula do fungicida, o que faz com que estes persistam por mais de 3 anos
(FERNANDEZ et al., 2001).

Este fungicida apresenta baixo efeito sobre a comunidade microbiana do solo,
entretanto ¢ letal para minhocas. E altamente txico para comunidade aquatica: peixes
(bioacumulago e mortalidade), plantas aquaticas (reproducéo) e crustaceos (mortalidade). E

pouco toxico para passaros e atoxico para abelhas (COUTINHO, 2006).
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Em humanos as principais vias de exposi¢do envolvem a dieta e 0s processos de
fabricacdo e manuseio do produto podendo causar irritagdes na pele. Apresenta uma baixa
toxicidade aguda e absorcdo dérmica para mamiferos, isso faz com que a intoxicagdo por
essas vias seja pouco provavel nas condigdes normais de uso. Em animais ele é
metabolizado em 5-hidroxi-1H-benzimidazol-2-il carbamatos e outros produtos polares que
rapidamente sdo excretados pelas fezes e urina (COUTINHO, 2006).

Disfungdes do sistema nervoso central, hepaticas, renais, estomacais, dano ocular
e dermatite, anemias e outras disfun¢bes sanguineas podem ser ocasionadas por meio da
exposicdo cronica as formulagdes de carbendazim. Estudos mutagénicos e carcinogénicos
ndo foram observados em seres humanos e nem em estudos com ratos (BASF, 2006).

2.8.1.3 Legislagdo

No Brasil o Ministério da Salde de acordo com a portaria N° 2914, de 12 de
dezembro de 2011, que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da
qualidade da &gua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, estabeleceu um
limite de 120 ug L™ para carbendazim e benomil.

A Agéncia de Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio do
regulamento técnico de 19 de dezembro de 2007 estabeleceu a Ingestdo Diéria Aceitavel
(IDA) de carbendazim de 0,02 mg/ kg.

2.8.1.4 Métodos para a determinacao do Carbendazim

Vérias técnicas analiticas ja foram descritas na literatura para determinagdo do
CBZ, dentre as mais comuns estdo as técnicas cromatograficas, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV (MELO et al., 2005), detector de
massas (CLAE-EM), cromatografia idnica com detector de fluorescéncia (CABALLO-
LOPEZ e CASTRO, 2003)

No trabalho de Moura (2013), foi estudado e avaliado amostras de agua e

sedimento do Rio Piquiri, localizado no Estado do Parand proximo a uma regido de alta
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producéo de trigo, soja e milho. Para as extragbes em amostras de agua, foi utilizado uma
mistura de diclorometano:hexano, concentradas 500 vezes, e para as amostras de sedimentos
um mistura de acetona:hexano, concentradas 25 vezes. Essas amostras foram analisadas em
CL/EM/EMS onde foram confirmadas a presenca dos herbicidas e fungicidas mais
utilizados na regido, como Carbendazim, Atrazina e Azoxistrobina. Para as amostras de
agua o valor encontrado para Carbendazim foi de 0,178 pg L e para as amostras de
sedimentos

26,8 ug L.

Ribeiro et al., (2013), analisaram a presenca de 16 pesticidas em matrizes de dguas
superficiais na regido das nascentes do Rio Sdo Lourenco, no Mato Grosso, no periodo entre
agosto de 2010 e junho de 2011. As analises foram feitas por CLAE com arranjo de diodos
como detector (CLAE-DAD), empregando uma pré-concentragdo por extracdo em fase
solida (SPE), com cartuchos de SDVB (copolimero estireno/divinilbenzeno). A
quantificacédo foi realizada empregando terbutilazina como padréo interno, apresentando um
LD para o carbendazim de 12 pg L.

As técnicas cromatograficas apresentam boa sensibilidade, confiabilidade e
precisdo além de possibilitar deteccdo de multirresiduos. No entanto, elas sdo complexas,
necessitam de um tempo relativamente maior e além do alto custo. Alternativamente os
métodos eletroanaliticos, apresentam diversas vantagens, como baixos limites de detecgdo,
rapidez na execucdo da analise, capacidade de miniaturizacdo e detec¢do in situ além dos
precos relativamente mais baixos.

Métodos eletroanaliticos também tem sido descritos na literatura para a
determinacdo de carbendazim. Katoaka (2015) modificou um eletrodo de carbono vitreo
pela deposigéo de um filme de nanotubos de carbono de paredes multiplas, funcionalizadas e
decoradas com nanoparticulas de ouro. O desempenho do sensor foi avaliado para
determinacdo do pesticida carbendazim por voltametria de onda quadrada (VOQ) em
tampédo fosfato pH 7,0. A metodologia desenvolvida apresentou um limite de deteccéo de
1,7x107 mol Lt e um limite de quantificacdo de 5,6x10" mol L.

Hernandez et al., (1996), utilizou eletrodo de grafite modificado com silicone OV-

17 (fenil-metilsilicona, 50% dos grupos metilico e 50% dos grupos fenodis.) para
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determinacdo do Carbendazim por voltametria de pulso diferencial. A caracterizacdo do
eletrodo foi realizada por voltametria ciclica em meio &cido sulfirico 1,0 mol L contendo
0,1 mmol de ferroina. O método proposto apresentou um erro relativo de 3,7% e um limite
de determinacdo de 9,1 ng. mL", e foi aplicado para amostras de vinho, maci e solo
cultivado previamente tratado com benomil, cujo a degradagéo origina o Carbendazim.

Razzino e colaboradores (2015) descreveram a aplicagdo de um sensor de carbono
vitreo modificado com uma fina pelicula de material hibrido de silica mesoporosa/nanotubos
de carbono de paredes multiplas (SiO2/NTCPMs), para determinacdo de carbendazim por
VOQ. Foi observado um pico de oxidacdo para o carbendazim em 0,73 V (Ag/AgCl) em
solucdo tampdo pH 7,0. Obtendo uma boa linearidade na faixa de concentracéo de 0,2 a
4,0 pmol L%, e um LD de 0,056 pmol L.

Maximiano et.al., (2016) desenvolveram um método eletroquimico simples
utilizando eletrodo de pasta de carbono (grafite + nujol) para determinagdo de carbendazim
em amostras de suco de frutas citricas: tangerina, limdo e laranja. Para otimizacdo
eletroquimica foi empregada a voltametria ciclica e a voltametria de onda quadrada. As
melhores condigBes de trabalho foi utilizando tampdo Britton-Robinson 0,2 mol L7,
amplitude de pulso de 125 mV, incremento de potencial de 8 mV e frequéncia de 60 Hz. Um
curva de calibragéo foi obtida em uma faixa linear de 2,75 a 87,30 pg L com um limite de
detecgdo de 1,95 pg L, o método proposto foi aplicado em amostras de frutas obtendo
recuperagdes entre 93,3 % a 99,1 %.

Os biossensores tem se destacado também na determinagdo de pesticidas, dentre
0s mais descritos na literatura estdo os baseados na inibi¢do da enzima acetilcolinesterase
(AChE). Onde o processo de detec¢do do pesticida se baseia na diminuigdo do sinal base do
substrato da enzima na presenca de pesticida, e esta diminuicdo do sinal é proporcional a sua
concentragdo na amostra (MARQUES e YAMANAKA, 2008).

2.9 Meétodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos sdo um conjunto de técnicas qualitativas e

quantitativas que se baseiam nas propriedades elétricas da espécie de interesse. Em solugéo

50



a transferéncia de elétrons acontece na superficie do eletrodo, sendo dependente do material
do eletrodo e da solucgéo eletrolitica. Essas técnicas tém se destacado nos Gltimos anos,
devido a possiblidade de analises com alto grau de seletividade por meio da utilizagdo de
eletrodos modificados (GONCALVES et al., 2011). Dentro os métodos eletroanaliticos se
destacam as técnicas voltamétricas.

As técnicas voltamétricas se baseiam nos fendmenos que ocorrem na interface
entre a superficie do eletrodo de trabalho e a solugdo. As informagGes sobre os analitos sdo
obtidas por meio de medida de corrente em fungéo de um potencial aplicado e em condicdes
que favorecem a polarizacéo do eletrodo de trabalho (SKOOG, et al., 2009; PACHECO, et
al.; 2013).

Para fins analiticos, varias formas de voltametria encontram-se em uso, como as
voltametrias de pulso.

As voltametrias pulsadas tem como base a medicdo da corrente em funcdo do
tempo apds a aplicagdo de um pulso de potencial conhecido. A diferenca na maneira de
aplicar os pulsos de potencial é que define as caracteristicas basicas de cada uma das
técnicas pulsadas (SOUZA et al., 2003). As técnicas voltamétricas pulsadas tem superado
quase completamente 0 método classico em razdo de sua maior sensibilidade e limites de
deteccdo significativamente menores, pois nestas técnicas a contribuigdo da corrente

capacitiva nos valores das correntes € minimo (ESTEBAN et al., 2006)

29.1 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ), do inglés Square Wave Voltammetry é
uma técnica voltamétrica de pulso, e é considerada a mais rapida e em algumas aplicages
de maior sensibilidade. Possui limites de deteccdo comparaveis as técnicas cromatograficas
e espectroscopicas (SKOOG et al., 2009; SOUZA et al., 2003).

Na Figura 10 esta demonstrada a forma de aplicacdo de potencial na VOQ, que
consiste na superposi¢do de uma onda quadrada a uma fungdo rampa escalonada em degraus
de potencial (HARRIS, 2001)

51



=

Potencial
Potencial

e ]

Tempo

ol

Potencial

azﬁl Egg
1 02
)

Tl Ai=i-i;

Tempo

Figura 10. Sinal de excitacéo produzido em voltametria de onda quadrada. O sinal na forma de escada
em (a) é adicionado a uma sequéncia de pulsos em (b) que da o sinal de excitagdo de onda quadrada
mostrado em (c). Onde AEs é variagdo do potencial de escada, E Esw é a magnitude do pulso e 7 é o
periodo do pulso. Fonte: Skoog et al., 2009).

Em (c) representa o sinal de excitacdo, que é obtido pela superposicdo da
sequéncia de pulsos exibida na parte (b) sobre o sinal na forma de escada exposto em (a)
(SKOOG et al., 2009). A largura de cada degrau da escada e o periodo dos pulsos (t) sdo
idénticos. AEs é o potencial de cada degrau da escada e o AEoq € a grandeza do pulso. A
frequéncia de aplicacdo dos pulsos (f) em Hz é dada por 1/7 (SKOOG et al., 2009).

Em VOQ, as correntes sdo medidas no final de cada pulso o que diminui a
contribuicdo da corrente capacitiva, pois neste ponto esta se torna negligenciavel. Os
voltamogramas sdo registrados medindo as correntes dos pulsos diretos, correntes positivas
(i1), e dos pulsos inversos, correntes negativas (iz), que resulta em um sinal de forma
diferencial (Ai) em funcdo do potencial aplicado, gerando um voltamograma com um pico
na forma gaussiana como representado na Figura 11. A diferenca de corrente de pico é

diretamente proporcional a concentracéo do analito.
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Figura 11. Voltamogramas esquematicos de onda quadrada onde A) representa um processo redox de

um sistema reversivel e B) de um sistema irreversivel. (Souza, Machado e Avaca ,2002).

Na Figura 11 esta representado um voltamograma para um sistema redox
reversivel em A, e para um sistema redox irreversivel em B, observa-se que para um sistema
reversivel observa-se um pico direto e um pico reverso e 0 pico resultante é de maior
intensidade.

Oliveira et al. (2014) descreveram o desenvolvimento de um biossensor bi-
enzimatico utilizando lacase e tirosinase imobilizadas sobre uma superficie de pasta de
carbono dopada com grafeno para a determinagdo do pesticida carbaril e outros pesticidas
em liméo, tangerina e laranja por VOQ. A pasta de carbono foi preparada utilizando p6 de
grafite, 6leo mineral seguida de dopagem com grafeno, o material compdsito foi preparado
pela mistura de diferentes quantidades de nanoparticulas de ouro, quitosana, lacase e
tirosinase. Os pesticidas carbamatos foram quantificados com base nas suas capacidades de
inibi¢do da reacdo enzimatica na presenca do substrato. O método se mostrou linear na faixa
de concentracdo estudada 9,90 x108 mol L a 2,91 x108 mol L , com LD de 1,98 x108

mol L para o carbaril e porcentagens de recuperagao entre 94,8 a 96,8%.
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3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver um biossensor enzimatico baseado em
extrato de enzimas lipases oriundas de fungos endofiticos, imobilizadas em um suporte
lamelar contendo nanoparticulas de ouro, para determinagdo do pesticida Carbendazim em

amostras de agua.

3.2 Objetivos Especificos

Selecionar um extrato de fungo endofitico que apresente uma boa atividade para
enzimas lipases;

Avaliar a imobilizag8o do extrato enzimético de lipase no suporte lamelar;

Analisar a contribuicdo dos componentes da pasta a base de carbono do
biossensor;

Otimizar os pardmetros da técnica eletroquimica na resposta do biossensor;

Aplicar o biossensor proposto para determinacdo de Carbendazim em amostras de
agua.

Avaliar a estabilidade, repetibilidade, precisdo e exatiddo da resposta do
biossensor.

Comparar os resultados obtidos com o método cromatogréfico de referéncia, e
especificado pela ANVISA.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados na realizagdo dos experimentos foram de pureza
analitica e empregados sem mais purificacdo. Na tabela 5, est4 apresentada a procedéncia e

pureza dos reagentes.

Tabela 5. Procedéncia e grau de pureza dos reagentes utilizados no trabalho.

Reagentes Procedéncia Pureza (%)
Agar power, bacteriological HIMEDIA -
Albumina de soro bovino Sigma-Aldrich 99,98
Alcool iso-propilico P.A Cinética 99,5
Carbonato de sodio Synth 99,5
Carbendazim Sigma-Aldrich 97,0
Cloreto de sodio Sigma-Aldrich >99,5
Extrato de levedura Vetec -
purissima
Fosfato de potéssio dibasico Synth 98,0
anidro
Fosfato de sddio dibéasico Synth 99,0
anidro
Fosfato de sodio Synth 98,0-102,0

monobasico anidro

Nanotubos de carbono Sigma-Aldrich >90,0
multi-camadas
p-nitrofenil palmitato Sigma-Aldrich -
p-nitrofenil acetato Sigma-Aldrich
p-nitrofenol Sigma-Aldrich Grau
espectrofotométrico
P6 de grafite Sigma-Aldrich 98,0
Reagente de Bradford Sigma-Aldrich -
Rodamina B P.A. Synth -
Sabouraud 4% glucose Fluka -
agar
Sulfato de Magnésio hepta Synth 98,0 -102,0
hidratado
Triton® X-100 Sigma-Aldrich -
Tween 20 Synth US.P
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Todas as solugdes foram preparadas com 4gua ultrapura (18,2 MQ cm™) obtida a
partir de um sistema de purificagdo Milli-Q® Gradiente’ da Millipore (Bedford, MA, EUA).

Para as andlises voltamétricas foram utilizadas solucGes tampédo fosfato salino
(PBS)

0,1 mol L (0,1 mol L* NaCl, pH 7,0) preparadas a partir dos sais NaH2PO4 e NazHPOs,
com posterior adicdo de NaCl e pH corrigido para 7,0 com NaOH 2,0 mol L. As solugGes
foram transferidas para frascos &mbar e armazenadas em geladeira.

A solugdo do substrato p-nitrofenil palmitato (p-NPP) foi preparada utilizando
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0), 200 mg de triton X-100 e 50 mg de goma arabica para
cada
50 mL de tampdo. Primeiramente a massa do p-NPP foi dissolvida em isopropanol, cerca de
5 % da solugdo final, em seguida esta solugdo foi deixada em banho ultrassénico por
5 minutos, posteriormente foi acrescentado uma quantidade apropriada da solugdo tampé&o
com os surfactantes e colocado em banho ultrassénico por mais 10 minutos. A solugéo foi
armazenada em frasco &mbar em freezer a aproximadamente -30 °C (x 1°C) e utilizada no
mesmo dia do preparo.

A solugdo de p-nitrofenol (p-NP) foi preparada solubilizando o reagente em
solugdo tampéo fosfato 0,1 mol Lt (pH 7,0), e utilizada no mesmo dia.

A solucdo de albumina foi preparada a partir da diluigdo da solucdo estoque de
100 mg L™* em agua Milli-Q.

A solugdo de p-NPA utilizada como substrato nas analises voltamétricas, foi
preparada em tampédo PBS 0,1 mol.L* pH 7,0. Primeiramente o substrato foi dissolvido em
metanol, cerca de 2% da solugéo final, em seguida, transferido vagarosamente ao tampéao
PBS
0,1 mol L resfriado. A solucdo foi mantida sob banho de gelo, e sempre preparada no
mesmo dia das andlises.

A solugdo do pesticida carbendazim para as analises voltamétricas e
cromatogréaficas foram feitas diluindo o sdlido em 2% da solucdo final em metanol e

avolumado com &gua Milli-Q.
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4.2 Instrumentagéo

Para o preparo das solucdes foram utilizadas micropipetas de volume variavel (1-
10 mL, 100 - 1000 pL, 10 - 100 pyL) Eppendorf Research® com ponteiras descartaveis. As
pesagens foram feitas em uma balanga analitica da Shimadzu modelo AX200. No preparo
das solugbes foi utilizado um Banho ultrassénico modelo Ultra Cleaner 1400 da Unique.
Para correcBes de pH utilizou-se um potenciémetro mPA210 da marca MS TECNOPON
instrumentac&o.

Para a preparacdo dos extratos endofiticos, foi usada uma mesa agitadora modelo
7400 tubingens da Edmund Buhler e uma capela de fluxo laminar modelo PA 610 da
Pachane. Os extratos foram armazenados em microtubos tipo Eppendorf 2,0 mL com tampa.
Para a centrifugacdo dos extratos foi empregada uma centrifuga Hettich modelo 460 Rotanta
R.

Um espectrofotdmetro UV-vis Cary Varian® 50, equipado com uma lampada de
xendnio, divisor de feixes e uma célula de quartzo (caminho 6ptico de 1,0 cm) foi utilizado
para a determinagdo da atividade enzimatica de lipase nos extratos endofiticos.

As andlises voltamétricas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato
Autolab modelo PGSTAT302 da EcoChemie, com célula eletroquimica de vidro e um
sistema de trés eletrodos, onde o eletrodo de trabalho é o biossensor, Ag/AgCl (KCI 3,0 mol
L1) como eletrodo de referéncia e como contra eletrodo uma placa de platina.

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em
um microscopico da marca Shimadzu modelo SSX-550 Superscan, com um programa de
aquisicdo de dados SS50. A metalizacdo da amostra foi realizada por meio da Metalizadora
de ouro ICSO da Shimadzu.

As andlises de Infravermelho (IVV) foram realizadas num Espectrofotdmetro
Shimadzu Modelo IRAffinity-1. Utilizou-se um sistema de prensa hidraulica da Shimadzu
Modelo SSP-10A, para obtencdo das pastilhas de KBr. Para aquisi¢do dos espectro de IV foi
usado o software IRSolution Versdo 1.50, utilizando os seguintes parametros de aquisicéo:
Modo de Medida (% Transmitancia); Intervalo de 350 a 4700 cm™.
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Os testes comparativos para a resposta do biossensor foram realizados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de massas (CLAE-EM).

As andlises por CLAE- DAD foram realizadas em Cromatégrafo modelo Varian
Pro Star 240, com injetor automatico, modelo 410 autosampler, detector de absorbancia UV
com arranjos de diodo, modelo 330. Foi utilizada uma coluna C18 Gemini, 150 mm x 4,6
mm d.i., 5um, e pré-coluna 20 mm x 4,6 mm d.i. da mesma fase da coluna principal, ambas
da marca Phenomenex, com monitoramento em 280 nm.

As andlises por CLAE_EM foram realizadas num Sistema de Cromatografia
Liquida com Deteccdo por Espectrometria de Massas e realizadas por dois métodos: Infusdo
direta da amostra visando otimizacdo dos parametros de detecgdo dos espectros padrdo do
carbendazim EM e EM/EM; injecdo em sistema de cromatografia liquida para obtencéo de
cromatograma/ espectros de massas visando a quantificagdo do analito. lon Trap, equipado
com: Sistema de injecdo automatico (Modelo: Varian ProStar 410); sistema de bombas
binario (Modelo: Varian ProStar 210); detector de espectrometria de massas do tipo lon
Trap (Modelo: Varian 500MS) e software de aquisi¢ao e tratamento dos dados (Varian MS
Workstation — Versdo 6.9.3).

Para o detector de massas 0 modo de aquisi¢cdo dos ions foi pelo método de
Infusdo direta da amostra: Fluxo de Infusdo:100 pL/min; Parametros Aquisicdo MS/MS
Turbodds: voltagem da agulha +5500V, voltagem do spray Shield: +600V, Pressdo de
nebulizagdo 50psi, pressdo do gas de secagem: 20psi, temperatura do gas de secagem: 200
°C, voltagem do capilar: 72V, variacdo de massa (190-195 m/z), polaridade positiva

Utilizou-se coluna Kromasil C18, com as especificacbes de 100A, 5um, 250 x

4,6mm, corrida de 10 minutos.

4.3 Preparacgdo dos extratos enzimaticos

Os fungos endofiticos foram coletados, isolados e identificados pelo Laboratério
de Biotecnologia e Ecologia Microbiana (LABEM) da Universidade Federal de Mato

Grosso (UFMT), coordenado pelo Professor Dr. Marcos Anténio Soares.
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Inicialmente noventa fungos foram submetidos ao teste qualitativo de produgdo de
lipase. Esses fungos foram primeiramente inoculados em frascos de penicilina contendo
meio sélido batata-agar-dextrose (BDA). O meio BDA é composto por 200,0 g/L de batata,
20,0 g/L de dextrose e 15,0 g/L de &gar. Apos trés dias os fungos foram reativados em
placas de Petri contendo meio comercial Sabouraud, para entdo serem submetidos ao teste
qualitativo de lipase.

O teste qualitativo consiste na inoculagdo dos fungos em placa de Petri contendo o
meio s6lido Rodamina B incubados num periodo de trés dias. O meio Rodamina B foi
preparado com 1% de dleo de oliva, 0,001 de Rodamina B (m/v), 0,2 g/L de MgSQO4-7 H20,
0,4 g/L K2HPO4, 2,0 g/L de extrato de levedura, 0,01% de tween 80, 14 g/L de 4gar e agua
destilada (OLIVEIRA et al., 2013). A produgdo de lipase pelo fungo na placa de Petri foi
confirmada pela presenca de halos alaranjados, fosforescentes ao UV quando observados no
ultravioleta a 350 nm apds o tempo de incubago.

As linhagens produtoras de lipase foram submetidas ao crescimento em meio
liquido, que continha os mesmos componentes do meio solido Rodamina B, com excegéo do
dgar e da Rodamina B, denominado de meio azeite de oliva. Cinco fragmentos de
aproximadamente 1mm? foram transferidos para frascos erlernmeyer contendo 50 mL do
meio liquido e mantidos sob agitacdo orbital a 75 rpm em temperatura ambiente (+ 25°C)

durante um periodo de 8 dias (Figura 12).

Figura 12. Fungo endofitico Trichoderma harzianum P39. (Esquerda) inoculado em meio Sabouraud
no terceiro dia e (direita) extrato do endofitico em meio azeite de oliva no sexto dia de crescimento.
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Todos os materiais usados na manipulacdo dos fungos e de seus extratos foram
previamente auto clavados e tratados em luz UV por 15 minutos para eliminar qualquer
contaminacdo. As placas de Petri utilizadas foram esterilizadas em estufa na temperatura de
120 °C por 2 horas.

44 Determinacéo da atividade da lipase

Para a reagdo de determinacdo de atividade total de lipase foram adicionados 2400
pL de tampdo fosfato 0,05 mol L que continha 397 umol L -* do substrato p-NPP goma
arabica e triton X-100 em tubo de ensaio contendo 100 pL de extrato endofitico. O tubo foi
mantido em banho aquecido a 37°C durante 1 hora. Apds esse tempo, foram adicionados
100 pL de uma solugdo de carbonato de sodio 0,1 mol L parando a reagdo devido ao
aumento do pH. Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata. O controle do
experimento foi realizado usando as mesmas condi¢des descrigdes anteriormente,

substituindo o extrato endofitico pela mesma quantidade do meio liquido.

4.5. Determinacéo da concentracdo de proteinas no extrato

A concentragdo total de proteinas foi determinada usando o método de Bradford
(1976). Esse método se baseia na interagdo entre o corante de “Coomassie brilliant blue”
(BG-250) e as macromoléculas de proteinas da amostra, resultando no deslocamento do
equilibrio quimico do corante para sua forma anidnica (um cromoforo que absorve em 600
nm).

Para isso foi construida uma curva analitica usando como padréo albumina de soro
bovino (ASB) nas concentragdes de 5,0; 15,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 pug mL™
Posteriormente os extratos endofiticos foram analisados. Para as analises 600 pL do
reagente de Bradford (BG-250) foram adicionados em 50uL dos padrdes e dos extratos
endofiticos. Apds 5 minutos de reagdo, a absorbancia da solugéo foi registrada em 600 nm.
A concentracdo de proteinas totais foi calculada de acordo com a equagdo de reta obtida da

curva analitica.
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4.6 Determinacéo de coeficiente de absor¢éo molar do p-nitrofenol

O coeficiente de absor¢do molar (g) do p-NP foi determinado registrando espectros
de absorcéo na faixa de 200 a 800 nm, das solucdes de p-NP nas concentragdes de 10 a 50
umol L. Apés a obtengdo dos espectros, foi levantada uma curva do valor de absorgéo no
comprimento de onda méaximo (Aumax) versus a concentragdo do p-NP, sendo o valor de ¢

igual ao coeficiente angular da regressdo linear realizada na curva.

4.7 Imobilizagdo enzimética e construgdo dos sensores

O processo de imobilizacdo do extrato enzimético foi realizado adicionando-se
uma aliquota do extrato enzimatico contendo 0,5 U de enzimas lipases em 20,0 mg do
suporte hidroxinitrato de zinco lamelar contendo nanoparticulas de ouro, e deixado em
repouso por cerca de 12 horas em dessecador a temperatura ambiente (+ 25°C).

Os biossensores foram construidos a base de p6 de grafite e nanotubos de carbono,
extrato de endofitico imobilizado em um suporte e 6leo mineral, seguindo o esquema

proposto na Figura 13.

> 4, 5 minutos T &, Sminvtos > 20 minutos
g‘ ; > %\ < ,‘i\ > ik S

90,0 mg de po de grafite 10,0 mg de NTC 50,0 mg de oleo Biossensor
0.5 U de lipases mineral
imobilizadas em
20 mg de ZnAu-L

Figura 13. Esquema bésico da construgdo de um biossensor.

[

Apds a imobilizagdo da enzima no suporie, a mistura foi adicionada a 90,0 mg de
po de grafite, seguido de homogeneizacdo por 5 minutos em um almofariz de agata. Em
sequida, foram adicionados 10,0 mg de NTCs na mistura homogeneizando por mais 5
minutos. Por ltimo cerca de 50,0 mg de 6leo mineral, seguido de homogeneizagéo por mais
20 minutos produzindo uma pasta. A pasta obtida foi entdo inserida numa seringa de
plastico de insulina 1 mL, da marca BD Plastipak e o contato elétrico feito utilizando um fio

de cobre.
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Também foram construidos diferentes sensores baseados em pastas de carbono
com diferentes composi¢des: EPC (eletrodo de pasta de carbono); EPC/NTC (eletrodo de
pasta de carbono + nanotubo de carbono), EPC/NTC/HZnL/AuNPs (eletrodo de pasta de
carbono + nanotubo de carbono + hidroxinitrato de zinco lamelar com nanoparticulas de
ouro), EPC/NTC/HZnAuNPs - EL (eletrodo de pasta de carbono + nanotubo de carbono +
hidroxinitrato de zinco lamelar com nanoparticulas de ouro + enzima livre), para avaliagdo

da influéncia de cada componente na resposta do biossensor.

4.8 Caracterizacdo da pasta do biossensor e suporte lamelar

4.38.1 Caracterizagdo por Microscopia Eletronica de
Varredura -MEV

Para a caracterizagdo da pasta de grafite do biossensor por MEV, um biossensor
foi construido como descrito na (se¢do 4.6), onde uma pequena amostra da pasta foi retirada
da seringa e analisada. Para a andlise do extrato enzimético imobilizado no suporte
HZnL/AuNPs, 0,5 U de lipase foi imobilizada em 20 mg do suporte e ap6s 12 horas de
secagem em dessecador uma pequena quantidade foi submetida a analise. A amostra de
HZnL/AuNPs e HZnL/AuNPs-Enzima foram colocadas em um suporte metalico (stub),
onde foi fixada com fitas dupla face de carbono. Apos a fixacdo foi utilizado uma tinta
condutora de prata ha amostra e no stub, afim de melhorar a condutividade.

438.2 Espectroscopia de Infravermelho

Inicialmente foi registrada a linha base utilizando uma pastilha de KBr com massa
de 0,1 mg. Na sequéncia, preparou-se as pastilhas de KBr, utilizando-se uma pequena
quantidade de amostra ~0,0001g do suporte HZnL/AuNPs puro e do suporte com o0 extrato

enzimatico (0,5 U de lipases) imobilizado, e registrados os espectros de infravermelho.

4.9 Otimizagédo dos parametros da construcéo e da resposta do
biossensor
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Foram avaliados alguns pardmetros na reposta do biossensor, como unidade de
lipases imobilizadas em HZnL/AuNPs, concentrag¢do do substrato p-nitrofenil acetato, pH e
forca ibnica do eletrdlito de suporte. Os parametros da VOQ, como frequéncia (Hz),
amplitude de pulso (mV) incremento de varredura (mV) e potencial de acimulo antes da

analise foram otimizados a fim de se obter as melhores respostas com o biossensor proposto.

4.10 Repetibilidade, reprodutibilidade, estabilidade da resposta do
biossensor

Para se avaliar a precisdo da resposta do biossensor, foram determinadas a
repetibilidade e a reprodutibilidade da resposta.

A repetibilidade foi avaliada por meio de 10 réplicas medindo-se as correntes
resultantes de reducdo para p-NPA 50 mmol Lt em tampdo PBS 0,1 mol L (0,1 mol L
NaCl, pH 7,0), com o mesmo biossensor nas condi¢Bes otimizadas. Foram calculados a
média e o desvio padrao relativo.

A reprodutibilidade foi avaliada considerando cinco biossensores preparados e
utilizados independentemente sob as mesmas condicfes experimentais. As medidas foram
realizadas em tamp&o PBS 0,1 mol L (0,1 mol Lt NaCl, pH 7,0) com 50 mmol L de p-
NPA as medidas foram realizadas em triplicata. Foram calculados a média e o desvio padrdo
relativo.

A estabilidade do biossensor foi avaliada por meio da medi¢do da corrente de
reducdo do p-NPA, durante um periodo de 20 semanas. Um gréafico de controle de
estabilidade foi construido para verificar a garantia e qualidade dos resultados analiticos
obtidos.

Para a determinacdo dos limites de detec¢do e quantificacdo e faixa linear de
trabalho, foi construida uma curva analitica.

Para avaliar a exatiddo da resposta do biossensor foram feitos testes de adicdo e
recuperagdo do carbendazim em amostras de agua em trés niveis de concentracdo 10, 25 e
75 ug L,
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Para validacdo da resposta do biossensor foi empregado um método de referéncia

cromatografico.

411 Curva analitica para Carbendazim

A partir dos pardmetros otimizados na resposta do biossensor, uma curva de
calibracéo externa foi construida para o carbendazim. Para tanto voltamogramas de onda
quadrada foram registrados em uma faixa de potencial de -0,4 a -1,2 V, com o biossensor.
Incialmente o biossensor foi imerso na célula eletroquimica contento solucéo de p-NPA 50
mmolL* em tampédo PBS 0,1 mol L (NaCl 0,1 mol L, pH 7,0) e a corrente de pico foi
registrado como lo (sinal base). Posteriormente, o biossensor foi incubado em diferentes
concentragdes do pesticida (10 a 100 pg L) durante 3 minutos e em seguida transferido
para célula eletroquimica contendo a solugdo de p-NPA para a obtencéo do voltamograma
de onda quadrada e registro da corrente de pico apés a inibigéo.

A cada medida, o biossensor foi enxaguado com &gua ultrapura e reativado sob
agitacdo com solugdo tampéo (0, 1 mol L1, pH 7,0) durante 10 minutos.

Para 0 método cromatografico comparativo, também foi construida uma curva
analitica para o carbendazim, em um sistema de eluicdo isocratica, composto de solvente A
(Solug#o de Acido Férmico 0,1% V/V) e Solvente B (Metanol HPLC/UV), na proporgéo de
50% de B, tempo de corrida de 10 min; fluxo de 0,6 mL/min; coluna em temperatura
ambiente com um volume de inje¢do de 5 pL.

Parametros de aquisicdo do EM/EM: voltagem da agulha 5500 V; voltagem do
spray Shield: +600V, pressdo do gas de nebulizagdo: 50psi, pressdo do gas de secagem:
35psi, temperatura do gas de secagem: 300°C, polaridade positiva, voltagem do capilar:
72V, carregamento do RF: 68%, controle de ionizagdo 100%, temperatura de spray
Chambrer: 50°C e tempo de aquisicdo de 10 minutos, ion precursor: 192,8 m/z, ions
produto: 160, 7 e 132,6 m/z.

412 Coleta, preparo e analises das amostras
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As amostras de agua foram fornecidas pelo laboratério de Analise de Residuos e
Biocidas (LARB), coordenado pelo Profa. Dra. Eliana Freire Gaspar de Carvalho Dores do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso.

As amostras de agua superficial foram coletadas na regido que fica cerca de 7 km
da sede do municipio de Campo Verde — MT e pertence a nascente do Rio Sdo Lourenco. A
vegetacdo do cerrado, que esta em torno da nascente se encontra em estado de restauragéo.
As coordenadas do local da coleta foram: 15°37°16”S e 55°10°2770 .

Também foram feitas coletas de 4gua na saida de um agude préximo a regiéo cujo
as coordenadas sdo 15°62741°S e 55°17913°W. As amostras foram coletadas no final do
més de novembro de 2016 e armazenadas em frascos &mbar de 4 L sob refrigeracdo a
aproximadamente 4 °C.

As amostras foram analisadas em triplicada pelo método proposto e pelo método
cromatografico comparativo. Para isso as amostras foram filtradas em membranas de vidro
47 mm de didmetros e 44 pm de porosidade da marca Hexis, e para as injecOes
cromatogréficas todas as solugdes foram filtradas em seringa de vidro, num filtro PTFE
0,22 um da marca Analitica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados referentes & determinagdo do
coeficiente de absorcdo molar do p-NP, atividade enzimética nos extratos dos fungos
endofiticos, imobilizacdo enzimatica, caracterizagdo do suporte com o extrato imobilizado
por MEV e IV, construcdo do biossensor, otimizacéo dos pardmetros da voltametria de onda
quadrada, resultados da validacdo da resposta do biossensor proposto e resultados da

aplicagdo do biossensor para determinacéo de carbendazim em amostras de agua.

51 Coeficiente de absor¢do molar do p-nitrofenol

Para determinagdo da atividade especifica de lipase nos extratos dos fungos é
necessario se conhecer o coeficiente de absor¢do molar (g) do p-NP, visto que este é o
produto de reagdo de hidrélise do substrato p-NPP catalisada pela lipase.

Foram registrados os espectros de absorgdo para o p-NP na faixa de 200 a 800 nm
nas concentragdes de 5 a 50 pmol L em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0). Na Figura
14A sdo mostrados 0s espectros de absorcdo registrados, onde em 400 nm se apresenta 0
comprimento de onda de absor¢do maximo (Amax) do p-NP. A partir dos espectros obtidos,
uma curva analitica foi construida plotando-se a Concentragdo de p-NP vs Absorbancia (400
nm), e apresentada na Figura 14B.
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Figura 14. (A) Espectros de absorcéo na faixa de 200 a 800 nm para as diferentes concentragdes de p-
NP em solugdo tampao fosfato 50 mmol L (pH 7,0). (B) Curva analitica da concentragdo de p-NP vs

Absorbancia, Amax=400 nm, (5 a 50 umol L),
66



Na faixa de concentragdo de 5 a 50 pumol L, a curva apresentou uma 6tima
linearidade com um coeficiente de correlagdo linear (r) igual a 0,9999. O coeficiente de
absorgdo molar para o p-NP em pH 7,0 é igual ao valor de inclinagéo da reta (b) com o valor
de 17.080 L mol* cm.

5.2 Determinagéo da atividade total e especifica de lipases no extrato
endofitico

Com o intuito de selecionar o fungo de maior potencial em producéo de lipase,
noventa fungos endofiticos foram submetidos ao teste qualitativo com Rodamina B. Os
fungos endofiticos foram isolados de plantas e identificados pelo LABEM/UFMT.

A avaliag8o preliminar de producdo de lipase pelos fungos foi realizada em meio
solido utilizando Rodamina B. O teste da Rodamina B é um método qualitativo, e detecta a
presenca de lipase extracelular produzida pelo microrganismo por meio da formacdo de
halos fluorescentes sobre luz UV ao redor das col6nias, que correspondem as zonas do
substrato hidrolisado (BEISSON et al., 2000, JAEGER et al., 1999).

Esses halos fluorescentes sdo formados através da formagdo de um complexo dos
acidos graxos, formados por meio da hidrolise dos triglicerideos do azeite de oliva, com a
Rodamina B. (MOURA et al., 2013). A formacdo dos halos nos meios contendo os fungos
que produziram lipases pode ser observada na Figura 15.

Figura 15. Fungo Ceratobasidium sp1, em meio Rodamina B (a) no visivel (b) Sobre luz UV em 350
nm.
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Dos noventa fungos avaliados sete foram submetidos a determinagéo da atividade
total e especifica. Na Tabela 6 estdo apresentados os fungos pré-selecionados bem como o

vegetal de origem.

Tabela 6. Fungos selecionados para estudo de produgdo de lipase e a espécie do vegetal de origem.

Vegetal de Origem

Fungos Nome cientifico Nome usual

Trichoderma harzianum Polygonum acuminatum Erva-de-bicho

Colletotrichum gloeosporioides Polygonum acuminatum Erva-de-bicho

Fusarium proliferatum Polygonum acuminatum Erva-de-bicho
Aspergillus sp Aeschynomene fluminensis Cortica
Ceratobasidium spl Aeschynomene fluminensis Cortica
Penicillium janthinellum Aeschynomene fluminensis Cortica
Ceratobasidium sp2 Aeschynomene fluminensis Cortica

Para determinacéo da atividade hidrolitica da lipase foi utilizado o substrato p-
nitrofenil palmitato (p-NPP), segundo o método descrito por Winkler e Stuckmann (1979).
Esse método apresenta algumas vantagens, como um tempo de reacgao curto, exige pequenas
quantidades de amostras, além de ser um método simples e de fécil execugdo (JAEGER et
al., 1994; WINKLER e STUCKMAN, 1979). O método est4 baseado na reacdo apresentada
na Figura 16, em que a hidrdlise do p-NPP é catalisada pela enzima lipase, liberando p-
nitrofenol (p-NP) e &cido palmitico. A atividade hidrolitica foi determinada através do
monitoramento do aparecimento do p-NP, que forma um cromégeno amarelo, sob condicdes

experimentais apresentando A de absor¢do maxima em 400 nm.

(o}

O)K(CHZ)MCHa
Lipase

i H, 0 ——————> + CH;(CH,),4CO0H

NO, NO,
Figura 16. Reacéo de hidrélise do p-NPP catalisada pela enzima lipase.
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A atividade total da lipase presente nos extratos endofiticos foi calculada usando a
equacdo de Lambert-Beer, Equacéo 3.
A=¢ebC (3)
Onde A é a absorbancia da amostra, ¢ é o coeficiente de absortividade molar do p-
NP (L mol* cm™), b é o caminho dptico da cubeta (cm) e C é concentragdo do p-NP que foi
formado.
Na Tabela 7 sdo apresentados os valores de atividade total de lipase, considerando

o dia de maior produgdo para cada fungo.

Tabela 7. Valores de concentracéo total de lipase U/mL, considerando o dia de maior producéo de
enzimas.

Concentracdo total

Fungo lipase U/mL Dias de Cultivo
Trichoderma harzianum P39 142,00 6° dia
Ceratobasidium sp.2 Al 223,92 8°dia
Colletotrichum gloeosporioides P28 12,59 4° dia
Aspergillus sp.1 A51 4,93 8° dia
Penicillium janthinellum A56 6,17 8°dia
Ceratobasidium sp.1 A50 107,88 6 ° dia
Fusarium proliferatum P63 46,76 5°dia

Para a quantificagdo da atividade especifica de lipase, foi determinada a
concentracdo total de proteina nos extratos endofiticos pelo método de Bradford. Para tanto
uma curva analitica da concentragdo do padrdo albumina de soro bovino [ASB] vs
Absorbancia (Figura 17) foi construida nas concentragdes de 5,0 a 100,0 pgmLt, medindo

as absorbancias em 600 nm.
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Figura 17. Curva analitica da Absorbancia vs [ASB] (A=600nm), das solucdes de reagente de Bradford
com albumina nas concentragdes de 5, 15, 25, 50, 75 e 100 pg L™

A curva analitica apresentada na Figura 17 foi utilizada para determinar a
concentragdo total de proteina nos extratos endofiticos, por meio da equacéo de reta obtida.
O coeficiente de correlagdo linear apresentou um valor de 0,9922, demonstrando uma boa
linearidade na faixa de concentracéo estudada. O intercepto (a) foi de 0,0021 e inclinacdo
(b) de 0,0029. Na Tabela 8 sdo apresentados os respectivos valores de proteinas totais em pg
L para os sete fungos estudados.

Tabela 8. Concentracéo de proteinas totais dos sete fungos estudados no seu respectivo dia de maior
atividade total.

Concentragéo de

Fungo Proteinas totais (ug. L) Dias de Cultivo
Trichoderma harzianum P39 25,22 6 dia
Ceratobasidium sp.2 Al 7,25 8 dia
Colletotrichum gloeosporioides P28 12,28 4 dia
Aspergillus sp.1 A51 7,25 8 dia
Penicillium janthinellum A56 75,10 8 dia
Ceratobasidium sp.1 A50 18,11 6 dia
Fusarium proliferatum P63 8,27 5 dia

A atividade especifica de lipase foi expressa em unidades de enzima (U)

determinada pela Equacéo 4.
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A 1

U= T+ *f*%*loﬁ + ug de proteina

14

4

Onde uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que

libera 1,0 nmol de produto em um minuto por mL de extrato em um pg de proteina (1,0

nmol de p-NP mint mL? pg? de proteina). A é a absorbancia da amostra obtida na

determinacéo da atividade total de lipase; € é o coeficiente de absor¢do molar do p-NP (L

mol-* cm?); V é o volume de extrato endofitico (mL); f é o fator de diluigdo (neste trabalho

foi empregado um fator de 2,6) e t é o tempo de reacdo (min) (GRAWE et al., 2015).

Na Figura 18 estdo apresentados os graficos referentes a atividade especifica para

cada fungo no periodo de oito dias.
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Figura 18. Gréfico de barras da atividade especifica de lipase pelo tempo de cultivo em meio azeite de
oliva, para os sete fungos estudados.

A atividade especifica de lipase no extrato endofitico é a relacéo entre a atividade
total (U/mL) e a quantidade de proteinas totais que o fungo produz. Os fungos Trichoderma
harzianum, Ceratobasidium spl, e Fusarium proliferatum apresentaram uma elevada
atividade total (Vide Tabela 7). Entretanto os valores de proteinas totais determinados foram
relativamente altos para esses fungos, diminuindo a sua atividade especifica. Ja o
Ceratobasidium sp 2 em todos os dias de cultivo apresentou uma baixa produgdo de
proteinas totais e uma elevada atividade total, apresentando maior atividade especifica entre
todos os fungos estudados.

A atividade especifica foi investigada até o oitavo dia de cultivo, porque os fungos
cresciam muito e tomavam conta de todo o erlernmeyer, 0 que se tornava inviavel, pois a
quantidade de extrato enzimatico liquido se tornava cada vez menor. Os fungos Aspergillus
sp e Penicillium Janthinellum ndo apresentaram atividade especifica significante devido
principalmente a sua elevada producéo de proteinas totais.

Os valores maximos de atividade total de lipase, concentracéo total de proteinas e
atividade especifica de lipase obtidos para os sete fungos num periodo de oito dias estdo
apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores méaximos de atividade total de lipase, concentragdo total de proteinas e atividade

especifica para os extratos endofiticos avaliados num periodo de um a oito dias de produgéo.

Atividade Proteinas  Atividade .
. e Dias de
Fungo total totais especifica Cultivo
U/mL (Mg- L) de lipase U?

Trichoderma harzianum P39 142,0 25,22 5,63 6 dia
Ceratobasidium sp.2 Al 223,92 7,25 30,88 8 dia
Colletotrichum gloeosporioides P28 12,59 12,28 1,02 4 dia
Aspergillus sp.1 A51 4,93 7,25 0,68 8 dia
Penicillium janthinellum A56 6,17 75,10 0,08 8 dia
Ceratobasidium sp.1 A50 107,88 18,11 5,92 6 dia
Fusarium proliferatum P63 46,76 8,27 5,65 5 dia

a—1U=1nmol.mLcm?em 1 ug de proteina .

Podemos observar tanto pelos gréaficos da Figura 18 quanto pelos resultados da

Tabela 9, que o extrato do Ceratobasidium sp 2 apresentou a maior atividade especifica de

lipase entre os fungos avaliados, com um valor 30,88 U, e foi selecionado como fonte de

lipase para a construgdo do biossensor enzimatico.

5.3 Comportamento eletroquimico do substrato p-NPA na superficie do

biossensor

Para fins exploratorios foi utilizada a voltametria ciclica para estudar o

comportamento eletroquimico do substrato p-NPA na superficie do biossensor. Na Figura 19

é apresentado um voltamograma ciclico do p-NPA, registrado no intervalo de potencial de 0

a-1,2 V.
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Figura 19. Voltamograma ciclico utilizando o biossensor proposto em solugdo PBS 0,1 mol L (0,1
mol L* NaCl pH 7,0) contendo 50 mmol L de p-NPA, v =50 mV s™,

O voltamograma ciclico mostra o perfil voltamétrico do p-NPA com o biossensor
como eletrodo de trabalho, sendo possivel observar trés picos de reducgéo, um em -0,5 V, em
-0,7 V e outro em -0,9V, e um pico de oxidacdo em -0,1V. O pico em -0,9V é o pico de
interesse referente a reducdo do p-NP em p-AP, que aumenta sua intensidade com o
aumento da concentracdo do substrato. O pico de oxidacdo em -0,1 V também é devido a
oxidagdo do p-NP (REDDY et al., 2012). Até o momento ndo foram realizados novos
estudos na tentativa de identificacdo dos processos redox observados no voltamograma
ciclico. Baseado neste perfil voltamétrico foi definido o intervalo de potencial de -0,4 a -1,2

V para ser explorado nos ensaios quantitativos empregando a técnica de VOQ.

5.4 Mecanismo da resposta eletroquimica do biossensor

Na Figura 20 é apresentada uma representacdo esquematica da superficie do

biossensor e proposto um possivel mecanismo para a resposta ao substrato p-NPA.

74



Pasta de grafite

O

Figura 20. Representagdo esquematica do biossensor proposto e possivel mecanismo para a

o

A

+ H0

Lipase

NO,
p-nitrofenil acetato

Nanotubo de carbono

NO.

Q

2
OH
p-nitrofenol

o
&

NHa
- [oH] - [01

Of
p-aminofenol

H
o]
A,

dcido acético

Enzima imobilizada no

suporte lamelar

determinacéo eletroquimica do p-NP, produto da quebra do substrato p-NPA catalisado pela lipase.

Na superficie do biossensor a enzima lipase hidrolisa a ligacéo éster presente no
substrato p-NPA, gerando o p-NP que pode ser reduzido eletroquimicamente na superficie

do biossensor. Na Figura 21 ¢ apresentado o voltamograma de onda quadrada da resposta do

biossensor para o substrato p-NPA.

Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada usando o hiossensor como eletrodo de trabalho em (a)
solugdo PBS 0,1 mol L e (b) solugdo de p-NPA 50 mmol L* em PBS 0,1 mol L* (0,1 mol L NaCl,
pH 7,0) Pardmetros da VOQ: f= 80 mV, AEp= 120mV AEs= 2mV. Temperatura ambiente. Insert:
Mecanismo de reacdo proposto da reducéo de p-NP para p-AP em 0,9 V vs E agager (KCI 3,0 mol L.
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A hidrélise do substrato acontece no sitio catalitico da enzima lipase que é
composto pelos aminoacidos histidina, serina, aspartato ou glutamato, onde é produzido o p-
NP (ESTEVES et al., 2009). Na superficie do biossensor o p-NP é eletroquimicamente
reduzido, pela transferéncia de trés prétons e dois elétrons, em -0,9 V E vs Eagiagcl, onde o
composto p-aminofenol (p-AP) é gerado (LI et al., 2012). Onde a intensidade da corrente de
reducdo resultante é quantitativamente proporcional a concentracdo de p-NP gerado na

solucdo e proporcional a concentragdo do substrato.

55 Avaliacao do efeito da imobilizacdo da enzima

Um passo muito importante no desenvolvimento de biossensores é a imobilizacéo
enzimatica, visto que o bom desempenho do biossensor depende disso. Neste trabalho o
método de adsorgdo fisica foi utilizado para imobilizagdo do extrato endofitico na superficie
do suporte HZnL/AuNPs.

A eficiéncia da imobilizacdo do extrato endofitico foi avaliada construindo dois
biossensores, um com enzima livre e outro com o extrato imobilizado em HZnL/AuNPs. Os
dois biossensores foram construidos com 0,5 U de lipase, pé de grafite, NTCs e
HZnL/AuNPs. A resposta do biossensor foi avaliada pela técnica de VOQ usando como
eletrolito solugdo tamp&o PBS 0,1 mol L (0,1 mol Lt de NaCl, pH 7,0) contendo 50 mmol
L de p-NPA. A Figura 22 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para os

dois biossensores construidos.
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Figura 22. Voltamogramas de onda quadrada para solugdo 50 mmol L p-NPA em tamp&o PBS 0,1

mol* (0,1 mol L NaCl, pH 7,0), para biossensor construido com enzima livre e enzima imobilizada.
Pardmetros da VOQ: f= 80 mV, AEp= 120mV AEs=2mV. T ambiente 25 °C (+1).

Nos voltamogramas de onda quadrada apresentados na Figura 22 pode-se observar
que o biossensor com enzima imobilizada no suporte lamelar apresentou uma maior
intensidade na corrente de redugdo do p-NP.

Provavelmente a imobilizacdo do extrato no suporte inorgénico foi favorecida
devido a existéncia de sitios idnicos trocaveis na regido interlamelar, que possibilita a
expansdo do espaco interlamelar. As interacOes eletrostaticas e as fracas interagdes de Van
der Waals também podem auxiliar no processo de incorporagcdo da enzima no suporte
(SECUNDO, 2008). Além disso, os grupos hidroxilas livres na superficie do suporte podem
promover intera¢des de hidrogénio com os grupos funcionais das cadeias de aminoacidos da
enzima, o que consequentemente melhora a eficiéncia no processo de imobilizacéo.

Podemos considerar que a técnica de imobilizacdo enzimatica mostrou-se

eficiente, principalmente pela simplicidade e facilidade de aplicagéo do método.

5.6 Influéncia dos componentes da pasta na resposta do biossensor

Para avaliar a contribui¢do dos componentes empregados na obtencéo da pasta do
biossensor foram analisadas as respostas dos diferentes sensores: eletrodo de pasta de
carbono (EPC), eletrodo de pasta de carbono e NTCs (EPC-NTC), eletrodo de pasta de
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carbono, NTCs e suporte lamelar (EPC-NTC-HZnL/AuNPs) e EPC-NTC-HZnL/AuNPs-
lipase (biossensor). Os voltamogramas de onda quadrada estdo apresentados na figura 23A.
Na figura 23B esta apresentado o grafico em barras das correntes resultantes da redugdo do

p-NP.
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Figura 23. (A) Voltamogramas de onda quadrada para 50 mmol L de p-NPA em solugdo PBS 0,1 mol
L (pH 7,0) (a) EPC, (b) EPC-NTC, (c) EPC-NTC-HZnL/AuNPs (d) biossensor. Parametros da VOQ:
f= 80 mV, AEp= 120mV AEs= 2mV. (B) Grafico das correntes resultando para p-NPA usando
diferentes sensores. Frequéncia de 80 Hz, amplitude de pulso de 120 mV, incremento de potencial de 5

mV. Temperatura ambiente 25°C (z 1°C).

Observando as Figuras 23A e 23B, verifica-se a contribuicdo de cada componente
da pasta na resposta do biossensor, nota-se que com a agregagdo dos NTCs um sutil
aumento na corrente de pico. Quando se tem a agregacdo do suporte na pasta de carbono,
nota-se um aumento mais significativo na intensidade do pico de reducdo. Este
comportamento pode ser atribuido a presenga das nanoparticulas de ouro no suporte, visto
que as mesmas funcionam como eletrocatalisadores, facilitando a transferéncia de elétrons e
melhorando a resposta analitica.

Quando comparado aos sensores 0 biossensor apresenta um desempenho
significativamente melhor, ou seja, a corrente de pico aumenta em torno de 4 a 5 vezes em
relacdo a pasta base de carbono, isso porque a enzima na superficie do eletrodo catalisa a

quebra do p-NPA liberando mais p-NP aumentando sua concentra¢do no meio.
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5.7 Caracterizacdo do suporte lamelar e da pasta do biossensor

Para avaliar as caracteristicas morfoldgicas da pasta do biossensor, foram obtidas
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) do suporte (Fig. 24A), suporte com
0,5 U de lipase imobilizada (Fig. 24B) e da pasta final do biossensor (Fig. 24C).

Figura 24. Imagens de MEV (A) HZnL/AuNPs sem enzima imobilizada (B) HZnL/AuNPs com 0,5 U
de enzimas lipases imobilizada (aumento x4000). (C) da pasta do biossensor (aumento x1000).

Pode-se observar na imagem para o suporte HZnL/AuNPs (Fig. 24A) a estrutura
das lamelas caracteristicas do suporte aglomeradas, enquanto que a imagem de
HZnL/AuNPs com extrato endofitico imobilizado (fig. 24B), a superficie se apresenta mais
compactada com uma morfologia que sugere uma interconexdo entre as lamelas, o que pode
ter sido causado pela adsor¢do da enzima no suporte. Na figura 24C tem-se a imagem de

MEV para a pasta de carbono, que se apresenta compacta e amorfa.
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Espectros na regido do 1V foram registrados para verificar se a enzima lipase foi
imobilizada no suporte lamelar e se, com a imobilizacéo, houve alguma mudanga nas bandas
caracteristicas na regido do IV para o suporte. Os espectros de IV do suporte (a) e da enzima

imobilizada neste suporte (b) sdo mostrados na Figura 25.
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Figura 25. Espectros de 1V médio do (a) HZnL/AuNPs e (b) HZnL/AuNPs com enzima imobilizada.

Nos espectros apresentados na Figura 25 sdo observadas bandas em 3564 a 3487
cm?® que sdo referentes aos estiramentos simétricos e assimétricos dos grupamentos
hidroxilas, tanto de moléculas de agua quando de hidroxilas presentes no reticulo lamelar.
Também na regido de ~ 1630 e 1500 cm! sdo observadas vibrages de deformagéo angular
das moléculas de agua, que estdo fisiosorvidas ou intercaladas no suporte. Em ~1380 cm
sdo as bandas de vibragdes correspondentes ao estiramento simétrico(v2) causado pelo NOs
intercalados com alta simetria (Dsn) como discutido por Silva et al., (2014) e Arizaga et al.,
(2007). Na regido de impressdo digital vibragfes abaixo de 600 cm™ sdo atribuidas aos
estiramentos de M-O e as flexdes dos grupos M-O-M, onde M é Zn?* (SILVA et al., 2014).
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Podemos também observar nos espectros de IV médio (Figura 25) que néo foram
observadas alteragBes (desaparecimento, aparecimento, mudancgas de intensidades) nas
bandas caracteristicas para o suporte com a imobilizacdo de 0,5 U de enzimas lipases por
adsorcdo. Podemos sugerir que ndo foram observadas alteracBes nas frequéncias de
vibragBes especificas do material de suporte, pois 0 método de adsorcéo de enzima se baseia
em interacOes ou ligagdes mais fracas, como forcas de Van der Waals, forgas eletrostaticas
ou interagdes hidrofébicas, podendo nao acarretar em alteracdes perceptiveis no espectro de
IV (SASSOLAS, et.al., 2012).

O suporte HZnL/AuNPs empregado neste trabalho, é classificado como hidroxido
duplo lamelar (HDL) e sua estrutura cristalina geral esta apresentada na Figura 26.
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Figura 26. Estrutura cristalina dos HZnL (a) vista lateral (b) vista do topo da lamela. (Fonte:
ARIZAGA et al., 2007).

5.8 Parémetros de otimiza¢do da construcéo e resposta do biossensor

Tanto a construgdo quanto a resposta voltamétrica do biossensor foram
otimizadas, investigando-se os efeitos da concentragdo da enzima imobilizada no suporte,

pH do eletrélito suporte, concentragdo do substrato, tempo de incubacdo e reativacdo da
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resposta do biossensor para os ensaios de inibi¢do, bem como os parametros da técnica de

VOQ (frequéncia, amplitude do pulso e incremento de varredura).

5.8.1 Otimizacdo dos parametros da técnica de VOQ para resposta do
biossensor utilizando como substrato p-NPA

Nos parametros relacionados a técnica VOQ, foi avaliado a frequéncia (f), a
amplitude de pulso (AEp), e o incremento de varredura (AEs).

A frequéncia de aplicagdo de pulso de potencial é um dos mais importantes
pardmetros no emprego da técnica de VOQ, pois além de melhorar a sensibilidade da
técnica, também possibilita obter informacdes sobre o tipo de processo e nimero de elétrons
envolvidos na reagdo (SOUZA et al., 2003).

O efeito da f foi estudado na faixa de 10 a 100 Hz com valores fixos de amplitude
e incremento de potencial. Os voltamogramas de onda quadrada podem ser observados na
Figura 27A.
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Figura 27. (A) Voltamogramas de onda quadrada para p-NPA 50mmol L* em solugéo tampdo PBS 0,1
mol Lt (0,1 mol L NaCl pH 7,0) utilizando o biossensor em fungdo da variagdo de f (10 a 100 Hz).
Pardmetros da VOQ: AEp =120 mV e AEs 2mV. (B) Grafico das correntes resultantes para o p-NPA em

funcéo da variacdo da frequéncia. Temperatura ambiente 25°C (+ 1°C).

Observa-se nas Figuras 27A e 27B que com o aumento da frequéncia, a
intensidade do pico de reducdo aumenta até a frequéncia de 80 Hz atingindo um patamar,

para frequéncias mais altas . Observa-se também uma relagdo linear entre a corrente
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resultante e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos quadrados, o que sugere que a processo de
reducéo do p-NP é um processo irreversivel (CODOGNOTO et al., 2008). Segundo O’Dea
et al, (1993), o deslocamento do potencial de pico de redu¢do para potenciais mais negativos
em fungdo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos é caracteristico de sistemas totalmente
irreversiveis com processos controlados pela adsor¢éo das espécies.

A partir destes resultados a frequéncia de 80 Hz foi escolhida para os estudos
posteriores.

A amplitude de pulso é outro parametro que pode ser otimizado para melhorar a
sensibilidade analitica da VOQ. Foi investigado o intervalo de amplitude de pulso de 10 a
120 mV, com frequéncia fixa de 80 Hz e incremento de potencial de 5 mV. Na figura 29A e
29B estdo apresentados os voltamogramas e o grafico da corrente de reducdo em funcéo da

amplitude de pulso.
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Figura 28. (A) Voltamogramas de onda quadrada pra p-NPA 50 mmol L em solugfo tamp&o PBS 0,1
mol L (0,1 mol L NaCl pH 7,0) utilizando o biossensor em fungio da amplitude de pulso AEp (10 a
120 mV). Parametros da VOQ: f= 80 mV e AES 2mV. (B) Grafico das corrente resultantes para o p-NP
em fungdo da variagdo da AE,. Temperatura ambiente 25°C (= 1°C).

Observa-se na figura 29B uma dependéncia linear da corrente de redugdo com a
amplitude de pulso no intervalo de 0 a 120 mV. Para valores de amplitude de pulso acima de
120 mV notou-se uma deformagdo do pico e muito ruido. Baseado nestes resultados optou-

se por empregar uma amplitude de 120 mV para os estudos posteriores.

83



Para a otimizacdo do pardmetro do incremento de varredura, foi realizado um
estudo na faixa de 1 a 5 mV, fixando a frequéncia em 80 Hz e a amplitude de pulso em 120

mV. Os voltamogramas estdo apresentados na figura 30A.
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Figura 29. (A) Voltamogramas de onda quadrada pra p-NPA 50mmolL-1 em solucéo tampéao PBS 0,1
mol L (0,1 mol L't NaCl pH 7,0) utilizando o biossensor em fungao do incremento de potencial AEs (1
a 5 mV). Pardmetros da VOQ: f= 80 mV e AEp 120mV. (B) Grafico das correntes resultantes para o p-
NP em fungdo da variagio da AE, Temperatura ambiente 25°C (+ 1°C).

O estudo do incremento de varredura mostrou que a intensidade da corrente catédica
aumenta em funcdo do aumento do AEs, e também pode-se observar que o pico vai se
deslocando para valores mais negativos de potencial, 0 que pode estar relacionado com a
adsorcédo da espécie na superficie do eletrodo. A velocidade de varredura efetiva da VOQ &
resultado do produto da frequéncia pelo incremento de varredura, onde um incremento de
varredura maior pode diminuir o tempo da varredura. Entretanto com o aumento do
incremento de varredura pode ocorrer um alargamento nos picos obtidos, comprometendo a
resolucdo do voltamograma (CODOGNOTO et al., 2008). Podemos observar também que
para valores de incremento de varredura maior que 2 mV, a reprodutibilidade no sinal da
corrente é comprometida e portanto optou-se por utilizar o valor de 2mV para o valor de
AEs,

Um pré-tratamento aplicando um potencial de acimulo foi realizado com o intuito
de aumentar a sensibilidade do biossensor, aumentando a corrente de pico resultante (LI et

al., 2012). O estudo de potencial de acimulo foi investigado no faixa de -0,1V a -0,5V, com
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uma duragdo de 15 segundos fixados para todas as analises. Na Tabela 10 apresentam-se 0s

resultados obtidos para esse estudo.

Tabela 10. Correntes resultantes para a resposta do biossensor submetido a diferentes potenciais de
actimulo durante 15 segundos.

Potencial de acimulo (V) Aix5s (UA)
-0,1 16,80 + 0,79
-0,2 20,96 £0,74
-0,3 22,90 £0,87
-0,4 24,93 £0,23
-0,5 24,17 £ 0,39

Média + s (desvio padrdo) n=3

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 10, podemos verificar uma
maior corrente resultante para o potencial de acumulo de -0,4 V.

Assim as melhores respostas foram obtidas para o biossensor empregando uma
frequéncia de 80 Hz, amplitude de pulso de 120 mV, incremento de varredura de 2 mV e
potencial de acimulo de -0,4 V por 15 segundos, estas condi¢fes experimentais foram

aplicadas a todos experimentos subsequentes.

5.8.2 Efeito da atividade especifica de lipase imobilizada no biossensor

Um estudo sobre o efeito da concentracdo de enzima imobilizada no biossensor foi
realizado com base nos valores de atividade especifica de lipases encontrada no extrato do
fungo endofitico Ceratobasidium spl, onde diferentes biossensores foram construidos
empregando-se 0,3; 0,5; 0,7 e 1,0 U unidades de lipases imobilizadas no suporte lamelar. A
Figura 30A mostra os voltamogramas de onda quadrada para solucdo de p-NPA 50 mmol L-
L ytilizando os biossensores construidos com (a) 0,3 U; (b) 0,5 U; (¢) 0,75 U e (d) 1,0 U de
lipases. A Figura 30B corresponde ao grafico de barras das correntes resultantes de reducao
do p-NP (produto da hidrdlise do p-NPA catalisada pela lipase) com diferentes unidades de

enzimas.
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Figura 30. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo de p-NPA 50 mmol L em
solugdo PBS 0,1 mol L* (NaCl 0,1 mol L, pH 7,0) utilizando biossensores contendo (a) 0,3; (b) 0,5;
(c) 0,75 e (d) 1,0 U de lipases imobilizadas. Pardmetros da VOQ: f= 80 mV, AE;= 120 mV AEs= 2 mV.
(B) Grafico de barras da das correntes resultantes para p-NP utilizando biossensores com diferentes

concentracdes de enzimas. Temperatura ambiente 25°C (+ 1°C).

Os biossensores construidos com 0,3; 0,75 e 1,0 U ndo apresentaram diferencas
significativas nos valores de correntes resultantes, como verificado no grafico da Figura
30B. O melhor desempenho observado foi para o biossensor construido com 0,5 U de
lipases imobilizadas. Com esta quantidade também foi mais facil a etapa da imobilizagdo,
pois como a quantidade de extrato enzimatico era menor a etapa da secagem ocorreu em um

tempo de 12 horas.

5.8.2 Efeito da concentragédo do substrato

Para avaliar o efeito da concentracdo do substrato voltamogramas de onda
quadrada foram registrados utilizando o biossensor em solugéo tampao PBS 0,1 mol L* (0,1
mol. Lt NaCl pH 7,0) com diferentes concentragdes de p-NPA: 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0
mmol.L . Os voltamogramas e o gréafico das correntes resultantes estdo apresentados na
Figura 31A e 31B.
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Figura 31. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o biossensor em solugdo PBS 0,1
mol L (NaCl 0,1 mol L, pH 7,0) com diferentes concentragdes de p-NPA: 25,0; 50,0; 75,0; 100 mmol
L. Parametros da VOQ: f= 80 mV, AEp= 120mV AEs=2mV. (B) Gréafico de barras da das correntes
resultantes para p-NP utilizando o biossensor em diferentes concentragfes de substrato. Temperatura
ambiente 25°C (x 1°C).

Podemos observar nos voltamogramas da Figura 31A e no gréfico de barras 31B,
um aumento na resposta de corrente quando a concentragéo do substrato varia de 25 mmol
L para 50 mmol L. Para valores de concentragdo acima de 50 mmol L de substrato
observa-se uma queda gradativa nos valores de corrente.

Segundo os estudos de Michaelis-Mentem quando a concentragdo do substrato é
baixa, a velocidade da reagdo catalisada pela enzima aumenta com o aumento da
concentragdo do substrato, ou seja, a velocidade a reagdo é proporcional a concentragdo do
substrato. No entanto quando a concentragdo do substrato é alta a velocidade da reagéo
depende apenas da concentracdo de enzima (ATKINS, 2012).

Essa diminuic&o na resposta de corrente para concentragdes acima de 50 mmol L
de substrato pode estar relacionada com a formacdo de um complexo ndo efetivo entre duas
moléculas de substrato com o sitio ativo da enzima. Em um complexo efetivo, uma molécula
de substrato estd combinada com todo o sitio ativo da enzima. Quando se tem uma
concentragdo de substrato mais elevada aumenta a probabilidade de formacéo de complexos
ndo efetivos, onde a molécula do substrato tende a se aglomerar sobre as enzimas
(NAKATANI, 1995). Portanto, a concentragdo 6tima de substrato é a de 50 mmol L,

obtendo-se os melhores resultados em termos de sensibilidade de sinal analitico.
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5.8.3 Efeito do pH do eletrélito de suporte

Quando se trata de biossensores, o pH do eletrolito de suporte é uma variavel
muito importante, visto que cada enzima apresenta uma valor de pH 6timo de trabalho em
que sua atividade é maxima e esta diretamente ligada a velocidade da reacdo enzimética.
Embora as enzimas lipases apresentem boa estabilidade em relagdo as variagdes de pH, em
sua maioria as enzimas apresentam uma atividade 6tima dentro de uma estreita faixa de pH
(SANTOS, 2009). Neste trabalho, a faixa de pH estudada foi de 6,0 a 8,0.

Na Figura 32A sdo apresentados 0s voltamogramas de onda quadrada obtidos para
solucdo de p-NPA 50 mmol L* em tampdo PBS 0,1 mol L (NaCl 0,1 mol L) em valores
de pH de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0. Na Figura 32B tem-se o grafico de barras das correntes

resultantes em funcéo do pH.
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Figura 32. (A) Voltamogramas de onda quadrada para 50 mmolL™ de p-NPA em solucdo PBS 0,1 mol
L-1 (0,1 mol. L'* NaCl) nos pHs === 6,0 ;== 6,5, === 7,0; == 7,5 ¢ === 8,0 . Pardmetros da VOQ:
f=80 mV, AEp =120 mV AEs =2 mV. (B) Grafico das correntes resultantes para p-NPA em diferentes
pHs. Temperatura ambiente 25°C ( 1°C).

Pode-se observar na Figura 32B, que 0 maior valor para a corrente resultante foi
obtido para o biossensor em solucdo de pH 7,0. Normalmente ap6s a imobilizagdo de
enzimas lipases o pH 6timo de sua atuagdo desloca-se para valores mais alcalinos, visto que
0 ataque nucleofilico da serina é auxiliado pelo comportamento basico da histidina (GOMES
et al., 2006). Este comportamento ndo foi observado e neste caso pode estar relacionado aos

grupos hidroxilas presentes no suporte o que proporcionou um microambiente apropriado
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para a lipase mesmo em pH neutro. Em relagdo ao meio acido, verificou-se que ocorre uma
diminuicédo da corrente resultante. Isso pode ser atribuido a concentragdo maior dos ions H*
que leva a protonagdo dos grupos amina, dificultando a formacdo do complexo acil-enzima e
consequentemente, diminuindo a sua atividade (KOZAN et al., 2007).

A Tabela 11 apresenta um resumo dos principais parametros estudados mostrando
as faixas investigadas e os valores 6timos selecionados para a resposta do biossensor
proposto.

Tabela 11. Pardmetros estudados para a construgdo do biossensor e para técnica de VOQ utilizando o
substrato p-NPA, e os valores selecionados.

Parametro Faixa investigada Valor selecionado

Unidade de enzima (U) 0,3-1,0 0,5
Frequéncia (Hz) 10-100 80

Amplitude de pulso (mV) 10-120 120
Incremento de varredura (mV) 1-5 2
pH do eletrélito 6,0 - 8,0 7,0

Potencial de acimulo (V) -0,1a-0,5 -0,4

Concentragéo de p-NPA (mmol L) 25,0 -100,0 50,0

5.9 Repetibilidade e reprodutibilidade da resposta do biossensor

Neste trabalho, o estudo da repetibilidade e reprodutibilidade na resposta do
biossensor foi avaliado a fim de validar a resposta do biossensor. A Resolugdo da Diretoria
Colegiada da ANVISA RDC n° 17/2010 define validagdo como um ato documentado que
atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema
realmente e consistentemente leva aos resultados esperados.

A repetibilidade é a concordéncia entre os resultados de uma anélise dentro de um
curto intervalo de tempo utilizando a mesma instrumentacéo e operado pelo mesmo analista
(ANVISA, 2003). Para esse estudo, foram registrados 15 voltamogramas de onda quadrada
(N=15) para o0 p-NPA na concentracdo de 50 mmol L* em tampdo PBS pH 7,0 empregando
0 mesmo biossensor. A repetibilidade foi avaliada utilizando-se como pardmetro o desvio

padréo relativo (DPR%) calculado pela equagéo 5:
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DRP% = 3
X

x 100 (5)

Onde S é o desvio padrao e x é a média aritmética das 15 réplicas.

A reprodutibilidade trata da concordancia entre os resultados de uma analise
obtidos sob os efeitos causados pelas variagdes dentro do laboratério considerando o dia, 0
analista e a instrumentacdo diferente (ANVISA, 2003). De maneira semelhante a
repetibilidade, as correntes resultantes foram avaliadas e expressas por meio da estimativa
do DPR% utilizando cinco diferentes biossensores preparados de forma independente e
submetidos ao mesmo procedimento. Os resultados obtidos para o0s ensaios de

reprodutibilidade e repetibilidade estéo listados na Tabela 12.

Tabela 12. Repetibilidade e reprodutibilidade da resposta do biossensor.

Parametros X £S5 (UA) DPR% N
Repetibilidade 28,3 +1,25 4,40 15
Reprodutibilidade 24,6 £0,97 3,67 5

De acordo com os dados apresentados na Tabela 12, os biossensores apresentaram
repetibilidade e reprodutibilidade aceitaveis para medidas de precisdo onde os valores de
DPR% nédo devem ser maiores que 5 % (ANVISA).

5.10 Estabilidade do biossensor

O estudo da estabilidade do biossensor foi realizado para avaliar seu desempenho
e a eficiéncia na imobilizacdo do extrato endofitico. O biossensor foi mantido a temperatura
ambiente (25 + 1 °C) e ao abrigo da luz. Para este estudo, a resposta da corrente foi
registrada em tampdo PBS 0,1 mol L com p-NPA 50 mmol L* num periodo de vinte
semanas, conforme apresentado no grafico de controle da Figura 33.

O gréafico de controle consiste em um grafico sequencial de alguma caracteristica,

neste caso a estabilidade que é utilizada como critério de qualidade do biossensor. Neste
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grafico sdo apresentados os limites estatisticos da variacdo para a caracteristica que esta
sendo investigada (SKOOG et al., 2009). Esses limites sdo denominados de limite superior

de controle (LSC) e limite inferior de controle (LIC) obtidos pelas Equacfes 6 e 7.

R

LSC—x+W (6)
— 3s

LIC—.X'——N (7)

Onde x é a media, s € o desvio padrdo da média e N é o namero de réplicas que

séo obtidas para cada amostra.
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Figura 33. Gréfico de controle da resposta do biossensor para uma solugéo de p-NPA 50 mmol L ~* em

tamp&o PBS 0,1 mol L* (0,1 mol.L* NaCl, pH 7,0) durante um periodo de 20 semanas.

Na Figura 33 podemos observar que os valores médios das medidas de corrente
para cada semana apresentaram flutuag@es aleatorias normais para o nivel de confianca de
99%. Este resultado demonstra uma 6tima estabilidade da resposta do biossensor para o
substrato p-NPA, que pode estar relacionado a eficiéncia na imobilizagdo do extrato

enzimatico no suporte lamelar.

5.11 Aplicagdo do biossensor para a determinacdo do pesticida

carbendazim
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5111

Curva analitica para o carbendazim aplicando o biossensor

O principio de detecgdo do pesticida carbendazim foi baseado na inibicdo da

atividade da lipase. A diminuigdo da corrente de pico catédica para o p-NP produzida apés a

incubacéo do biossensor na solugdo de carbendazim é proporcional a sua concentragdo, e

esse efeito foi utilizado para determinagdo do pesticida pelo biossensor proposto.

Primeiramente, foi realizado um estudo do tempo de incubagdo do biossensor na

solugdo de carbendazim, onde o biossensor foi submerso em uma solugéo contendo 100pg

L de carbendazim durante 1, 2 e 3 minutos, usando como sinal base uma solugdo de
50mmol Lt de p-NPA em PBS 0,1 mol L (NaCl 0,1 mol L%, pH 7,0) pela técnica de
voltametria de onda quadrada. A Figura 34 mostra os voltamogramas registrados, apds a

inibi¢do da lipase pelo carbendazim, tendo como pico base a solugdo de p-NPA em tampdo

PBS pH 7,0 em tempos diferentes de incubacéo.
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Figura 34. (A) Voltamogramas de onda quadrada (a) eletrdlito de suporte, (b) solugdo p-NPA 50mmol
L em solug&o tampéo PBS 0,1 mol L™ (0,1 mol L* NaCl pH 7,0) (sinal base), (c) solugéo p-NPA (A) 1
minuto de incubacéo, (B) 2 minutos de incubagdo (C) 3 minutos de incubagdo. Parametros da VOQ: f=
80 mV, AEp= 120mV AEs=2mV. Temperatura ambiente 25°C (£ 1°C).

De acordo com a Figura 34 pode-se observar que o tempo que o biossensor fica
submerso na solucgdo de carbendazim influencia significativamente na resposta da inibi¢éo
da lipase. As percentagens de inibi¢&o resultantes dos voltamogramas de onda quadrada nos
tempos de 1, 2 e 3 minutos foram de 24,46 %, 65,60% e 79,21% respectivamente. Diante
deste resultado optou-se por trabalhar com um tempo de 3 minutos para a inibig&o .

A inibicdo da atividade enzimética foi investigada em uma faixa de concentracdo
de 10 a 100 pg L de carbendazim usando como sinal base uma solugdo de 50 mmol L de
p-NPA.

A Figura 35A mostra os voltamogramas de onda quadrada registrados para
diferentes concentracbes de carbendazim, onde (a) é o voltamograma registrado para o
substrato na auséncia do inibidor (sinal base), e os demais voltamogramas de (b-g)

correspondem as concentragdes crescentes de carbendazim.
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Figura 35. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o biossensor proposto em (a) 50
mmol L* de p-NPA em PBS 0,1 mol L™ (0,1 mol L NaCl, pH 7,0), e quando incubados por 3 minutos
na solugdo de carbendazim na concentragdo de (b) 10 pug L, (c) 15 pug L?, (d) 25 pug L (e) 50 pg LY,
(f) 75 ug L e 100 pg L2, com frequéncia de 80 Hz, amplitude de pulso de 120 mV, incremento de
potencial de 2 mV e um potencial de acumulo de -0,4 V durante 15 segundos. (B) Curva analitica para o

carbendazim na faixa 10,0 a 100,0 pg L. Temperatura ambiente 25°C (+ 1°C).

A curva analitica para o carbendazim apresentou uma boa linearidade na faixa de
10 a 100 pg L (IR%= 18,17607 (+ 0,8528) + 0,616 (+ 0,01191) [carbendazim], com um
coeficiente de determinagdo (R?) de 0,99814, sendo IR% a porcentagem relativa de inibigdo
e [carbendazim] a concentracéo de carbendazim em pg L.

Pelos resultados alcancados o carbendazim atua como um inibidor reversivel da
atividade da lipase, pois ap6s o contato com o fungicida, a atividade da enzima pode ser
recuperada com uma simples lavagem e um periodo de incubagdo do biossensor em solugdo
tampé&o sob agitagdo por dez minutos.

As porcentagens de inibicdo demonstradas na curva analitica do Carbendazim
(Figura 35B), foram derivadas dos voltamogramas de onda quadrada e calculadas segundo a
Equagdo 8.

%IR = %x 100 @)

Onde lo é o valor da corrente resultante da solucdo do substrato antes da inibi¢do

(sinal base) e | é a corrente resultante do p-NPA apds inibicdo com o pesticida carbendazim.
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Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados segundo
Ribani et al. (2004), onde o LD é a menor concentracéo do analito de interesse que pode ser
detectada, porém ndo quantificada, e LQ é a menor concentracéo do analito quantificada. Os
céalculos foram realizados utilizando o desvio padrdo do menor valor de concentragdo de
carbendazim avaliado (s) e a inclinagdo da curva analitica (S), dado por: LD =3,3s/Se LQ
= 10 s/S. Os valores de LD e LQ encontrados para o pesticida empregando o biossensor
foram de 3,13pg L e 9,50ug L%, respectivamente.

Segundo o Ministério da Saude portaria N° 2914 de 2011, o valor maximo de
Carbendazim em agua potavel é de 120 ug L e de acordo a ANVISA o limite maximo de
ingestdo diaria é 0,02 mg/Kg. De acordo com esses dados a aplicacdo do biossensor em
analises de 4gua mostrou-se adequado, visto que a legislacdo é atendida.

5.11.2  Método comparativo de Cromatografia liquida de alta
eficiéncia

A determinacdo do carbendazim foi também realizada por um método
comparativo, usando CLAE-DAD segundo Ribeiro et al., (2013) e por CLAE-EM adaptado
de Oshita e Jardim (2015), com intuito de validar a resposta do biossensor.

A determinacdo do Carbendazim na faixa estudada pelo biossensor ndo foi
detectada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
segundo as condigBes descritas por Ribeiro et al. (2013). Em relacdo a essa técnica, 0
biossensor proposto mostrou-se mais sensivel.

Para as analises por CLAE-EM empregou-se a mesma faixa de concentragdo
aplicada para os ensaios com o biossensor. A Figura 36A apresenta um cromatograma tipico
para o carbendazim a 100 pg L usando fase mével H20 (0,1% é&cido férmico) : MeOH.
(70% a 95 % v/v) com um tempo de retencéo (tr) de 5,34 minutos, e na Figura 36B a curva

analitica para o carbendazim.
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Figura 36. (A) Perfil do cromatograma para Carbendazim em 100 pg L-1 fase mével H,0 (0,1% &cido
férmico) : MeOH. (70% a 95 % v/v) com tR de 5,34 min. e (B) curva para o carbendazim na faixa de
concentragdo de 10 a 100 ug L

A curva analitica na Figura 36B, apresentou uma boa linearidade na faixa de
concentragdo estudada de 10 a 100 pg L* de Carbendazim, onde as areas do picos
aumentam linearmente com o aumento da concentra¢do do fungicida. A curva analitica
apresentou a seguinte equacdo de reta: (A = -110544,78 (+ 1,627x10%) + 21375,71 (x 4,71
x10%) [Carbendazim], r> = 0,9975), onde A é a area do pico e [carbendazim] é a
concentragdo do pesticida em pg L. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos
empregando o método cromatografico com detector de massas foram de 0, 33 e 1,08 ug L

respectivamente, calculados utilizando os dados da curva analitica.

5.12 Estudo de adicdo e recuperacédo e determinacao do carbendazim

Para demonstrar a aplicabilidade do biossensor proposto, um estudo de adi¢do e
recuperacdo de carbendazim foi realizado em uma amostra de dgua do Rio S&o Lourengo
(Campo Verde/MT) — localizado em uma regido de nascente e menos propicio a impactos
ambientas — utilizando os dados da curva analitica obtida com calibragdo com padrdo
externo apresentados na se¢do 5.11.1. As amostras foram fortificadas em trés niveis de
concentragdo: 25,0, 50,0 e 75,0 ug L e deixadas em repouso por um periodo de 24 horas.
Os resultados obtidos pelo biossensor e pelo método cromatografico (CLAE-EM)
comparativo sdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Resultados dos ensaios de recuperacdo e quantificacdo de Carbendazim em amostras de
agua usando o biossensor proposto e 0 método cromatografico comparativo.

Carbendazim (ug L)

Fortificagso Encontrado Recuperado
Biossensor? CLAE? Biossensor® CLAEP
25,00 24,80 + 0,58 23,15 +£0,33 99,2 % 92,7 %
50,00 52,73 +£1,47 50,94 £ 0,68 105,4 % 101,8 %
75,00 73,97 £0,45 72,84 £0,95 98,5 % 97,1 %

aMédia + desvio padréo; n= 3. "Recuperacio = (Valor médio encontrado/fortificagio) x100%.

Como demonstrado na Tabela 13 os valores de recuperagdo obtidos para
biossensor ficaram na faixa de 98,5% a 105,4% e de 92,7 a 101,8% usando CLAE-EM. As
recuperacbes médias demonstram exatiddo satisfatéria para ambas as metodologias
empregadas, uma vez que encontrou-se recuperagdes proximas a 100% e a ANVISA (2003)
estabelece uma exatid&o com valores entre 90-110%.

As amostras fortificadas foram também ensaiadas por cromatografia liquida com
arranjo de diodos como detector. No entanto na faixa de concentracdo estudada néo foi
possivel quantificar o carbendazim. O método CLAE-DAD poderia ser empregado se as
concentracdes das fortificagdes fossem maiores, visto que o0 menor nivel de concentragdo de
carbendazim detectado por esta técnica foi de 100,0 pg L.

Foi aplicado o teste-t student (MILLER e MILLER, 2002) para comparar as
médias experimentais dos dois métodos (biossensor e CLAE-EM) na determinacdo de

carbendazim em agua. Os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Teste-t para comparar a resposta do biossensor com o método cromatogréafico (N=3).

Carbendazim (ug L)

Erro relativo %

Fortificagcdo Biossensor CLAE teal. -
Biossensor CLAE
25,00 24,80 £ 0,58 23,15+0,33 3,92 -0,80 -7,40
50,00 52,73 £1,47 50,94 +0,68 1,91 5,46 1,88
75,00 73,97 £0,45 72,84 £0,95 1,86 -1,37 -2,88
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Os resultados das médias para os dois métodos ndo apresentaram diferencas
significativas para os trés niveis de fortificacdo, sendo os valores de t calculado (tcat)
menores que o t tabelado (twb.) que € igual a 4,60 para o nivel de confianga de 99% e graus
de liberdade igual a 6 - 2=4.

De acordo com os resultados obtidos, o biossensor demonstrou-se adequado para
determinacdo do carbendazim em amostras de agua. Sendo assim uma amostra de agua
coletada na saida de um agude localizado nas proximidades do rio Séo Lourenco na cidade
de Campo Verde — MT em uma regido que sofreu impactos com a atividade agricola e hoje
esta passando por uma etapa de reflorestamento, foi submetida a analise com o biossensor e
pelo método cromatogréfico, sem nenhuma etapa de pré-tratamento.

O pesticida carbendazim ndo foi detectado nesta amostra de agua por nenhum dos
dois métodos empregados na determinacéo. Esse resultado pode indicar que ndo havia
carbendazim na amostra ensaiada, ou que o nivel de concentracdo do pesticida estava abaixo
dos limites de deteccdo e quantificacdo das duas técnicas, ndo apresentando, portanto
sensibilidade adequada.
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6. CONCLUSOES

O fungo endofitico Ceratobasidium sp apresentou uma elevada atividade de lipase
extracelular, e também um 6timo crescimento, demonstrando-se adequado para sua
aplicagdo como fonte de lipases na construgdo do biossensor. A maior atividade de lipases
do extrato foi obtida usando meio azeite de oliva durante um periodo de oito dias.

O hidroxinitrato de zinco lamelar com nanoparticulas de ouro utilizado como
suporte, melhorou a resposta do biossensor para 0 substrato p-NPA, como também
proporcionou uma 6tima estabilidade do extrato enzimético na pasta do biossensor, sendo
que a resposta permaneceu dentro dos limites estatisticos durante vinte semanas.

A eficiéncia da imobiliza¢do juntamente com a contribuicdo de todos componentes
da pasta, como a presenca das nanoparticulas de ouro no suporte, proporcionou ao
biossensor um aumento na sensibilidade.

A melhor resposta para o biossensor foi alcancada imobilizando 0,5 U de lipases
no suporte lamelar, usando uma solugéo de p-NPA 50 mmol L - em tampdo PBS salino pH
7,0 para obtencdo do sinal base. Os parametros 6timos da VOQ foram frequéncia de 80 Hz,
amplitude de pulso de 120 mV e incremento de varredura de 2 mV, com um potencial de
actumulo de -0,4V aplicado durante 15 segundos.

Os parametros de reprodutibilidade e repetibilidade apresentaram DPR%
aceitaveis, indicando uma boa precisdo na resposta do biossensor proposto. Quando aplicado
para o carbendazim pelo método de inibi¢do enzimatica o biossensor apresentou um LD de
3,13 pg L estando bem abaixo dos niveis de potabilidade estabelecido pelo Ministério da
Saude e dos niveis de ingestdo diaria estabelecido pela ANVISA.

Em comparagdo aos métodos cromatograficos o biossensor se mostrou mais
sensivel que a cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos.

Quando comparado com os resultados da cromatografia liquida acoplada ao
espectrdbmetro de massas CLAE-EM, apresentaram resultados semelhantes, ndo sendo
observadas diferencas significativas, no entanto os limites de detec¢do e quantificacdo do
método CLAE_EM estdo abaixo dos alcangcados com o biossensor. Os niveis de recuperagdo

estdo dentro dos niveis aceitaveis. Além disso, a instrumentacdo empregada para aplicacéo
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do biossensor é bem mais simples e seu custo relativamente mais baixo e apresentando um
menor tempo de analise.

Como a resposta 0 biossensor se baseia na inibicdo da atividade de enzimas
lipases, outros pesticidas além do carbendazim, também podem inibir as lipases como, por
exemplo, os pesticidas da classe dos carbamatos, o que faz com que o biossensor proposto
ndo seja especifico para o pesticida carbendazim, diminuindo entdo a aplicabilidade do
biossensor. Porém os estudos apresentados neste trabalho fornece uma base promissora no
desenvolvimento de biossensores usando extratos de fungos como fonte de lipases
suportados em hidréxidos duplos lamelares com nanoparticulas metélicas.
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