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RESUMO

O presente trabalho mostra o desenvolvimento do primeiro biossensor descrito
na literatura para determinacao de antibioticos 3-lactamicos, usando pasta de carbono
modificada com a enzima B-lactamase, e sua aplicagcdo em amostras de leite de vaca in
natura.

A partir de estudos prévios de otimizacao da preparacdo do biossensor, o grafite
em po6 foi ativado com carbodiimida para permitir a ligagdo covalente da enzima -
lactamase que, junto com o mediador de elétrons ftalocianina de cobalto ofereceram
variacdes na corrente catddica na presenca da penicilina G, sendo esta escolhida para
representar os antibidticos 3-lactamicos.

Utilizando este procedimento para a construcdo dos biossensores, foi possivel
registrar voltamogramas ciclicos e amperogramas que permitiram quantificar a
benzilpenicilina (penicilina G) em condicbes de analise também otimizadas, que
incluiram estudo da quantidade de mediador na pasta; o pH, tipo e concentracado do
eletrélito usado para realizacdo das medidas e o potencial aplicado na amperometria.

Com o método otimizado foi possivel detectar penicilina G em amostras de leite
in natura, fortificadas com o antibidtico, com alta exatidao (erro relativo de 1%) e boa
precisdo (desvio padrdo relativo de 8,3%, n = 3), mostrando que o biossensor
desenvolvido é uma ferramenta promissora para deteccdo de penicilinas, e que ao
serem realizados mais estudos para diminuir seu limite de quantificacdo, podera se

tornar uma um método de andalise alternativo aos kits comerciais existentes.

Palavras chaves: B-lactamase, biossensores, penicilina G, leite in natura.
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ABSTRACT

This work describes the development of the first biosensor described in the
literature for the determination of B-lactam antibiotics usinga carbon paste
electrode modified with the enzyme (-lactamase, and its application in samples
of fresh cow's milk.

After optimizing the biosensor preparation procedure, the graphite powder
was activated with carbodiimide to allow covalent binding of the enzyme B-lactamase,
which together with the electron mediator, cobalt phthalocyanine, offered variations
in cathodic currents in the presence of penicillin G, which was chosen as representative
of the B-lactam antibiotics.

Using this procedure for the construction of biosensors, it was possible to record
cyclic voltammograms and amperograms that enabled quantification of benzylpenicillin
(penicillin G) under analytical conditions that had been optimized in terms of the amount
of mediator in the paste, the pH, the type and concentration of the electrolyte used in the
measurements, and the applied amperometric potential.

With the optimized method, it was possible to detect penicilin G in samples
of fresh milk fortified with the antibiotic, with high accuracy (error of 1%) and adequate
precision (RSD of 8.3%, n=3), demonstrating that the proposed biosensor is a promising
tool for the detection of penicillins. Once quantitation limits have been further improved,

the analytical method could become an alternative to existing commercial Kits.

Keywords: B-lactamase, biosensors, penicillin G, fresh milk.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura genérica de alguns antibidticos B-lactamicos. (A) Penicilinas
(exemplo: benzilpenicilina, ampilicina, amoxilina), (B) Cefalosporinas, (C)

Cefamicinas (exemplo: cefoxitina), (D) Cefotaxima (oximino, cefalosporinas).

Figura 2: Estrutura da benzilpenicilina (Penicilina G)...........ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 26

Figura 3. Mecanismo de acdo de B-lactamases das classes A,C e D sobre uma

PENICIIINGL . 27
Figura 4: Mecanismo de agao das B-lactamases de classe B sobre uma penicilina. ....28

Figura 5: Visualizagao do sitio ativo binuclear da B—lactamase dependente de zinc ou
B—lactamase — Classe B, sintetizada pelo Bacillus cereus. Destacando os
atomos de Zn (a, e ap) e os residuos de SO4* (b, e by) que fazem parte das
duas cadeias A e B que constituem o sitio ativo binuclear da enzima.
Disponivel em:

http://www.pdb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1BC2&bionumber=1.....29

Figura 6: Dependéncia da velocidade de reacdo (em unidades de Vi) com a
concentracdo do substrato [S]. Vu é a velocidade maxima e Kyy € a constante
de MIChaeliS — MENTEN. ......iiii i 31

Figura 7: Esquema genérico dos biossensores mais utilizados...........ccccccceeeeiieeerieennnn, 34
Figura 8: Estrutura quimica de alguns reagentes multifuncionais usados na imobilizagéao
de enzimas em suportes solidos. (A) glutaraldeido; (B) N,N-
hexametilenobisiodoacetamida; (C) diazobenzidina (D) diazobenzidina-3,3’-

(o [F=Y 011530 [T g = VR T T RPN 37

Figura 9: Estrutura da Ftalocianina de Cobalto (COPC)..........cccovviiiiiiiiiiiieei, 39



Figura 10: Etapas do ensaio utilizando o CMT. Tempo total do teste 3 horas. .............. 41

Figura 11: Pasta de carbono modificada e o correspondente eletrodo para a realizacao

AAS MEBAIAS. ..o 44

Figura 12: Representacdo do sistema de medidas eletroquimicas adotado (ER: eletrodo
de referéncia, ET: eletrodo de trabalho e CE: contra eletrodo)..................... 47
Figura 13: Resposta do biossensor construido a base de ligagdo cruzada com

glutaraldeido, B-lactamase e ferroceno, v =20 MV.s™ ..o, 51

Figura 14: Resposta do biossensor construido a base de ligagdo cruzada

com glutaraldeido, B-lactamase e CoPc, v =20 MV.S™. ....cocooeviveieveenn, 52

Figura 15: Voltamogramas obtidos para o biossensor com (-lactamase imobilizada por
ligagdo covalente usando ferroceno como mediador de elétrons. Medidas
realizadas em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e velocidade de

varredura de 20 MV S . oo, 54

Figura 16: Voltamogramas obtidos para o biossensor com B-lactamase imobilizada por
ligacdo covalente usando CoPc como mediador de elétrons. (a) pasta de
carbono modificada apenas com enzima; (b) sensor em (a) + substrato; (c)
biossensor a base de pasta modificada com CoPc e B-lactamase; e (d)
biossensor em (c) + penicilina G. Medidas realizadas em solugdo tampéao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), 4,8 x 10 mol L™ de Penicilina G e velocidade de

varredura de 20 MV S . oo, 54

Figura 17: Mecanismo proposto para a acdo da CoPc como mediador de elétrons no

0] (011 s1=] 1Yo ] ST TP 56

Figura 18: Amperogramas obtidos em -100 mV, com um eletrodo de pasta de carbono
funcionalizada com CDI (A) e com o biossensor proposto (B). Medidas
realizadas em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), e adicdes
sucessivas de 9,9 x 10*mol L™ de SUDSIIato. ........ccccoeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeneen, 57



Xi

Figura 19: Amperogramas obtidos no estudo de potencial aplicado ao biossensor.
Medidas realizadas em solugédo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), e

adicdes sucessivas de 9,9 x 10*mol L™ de substrato. .........ccccovvevveveennn. 58
Figura 20: Influéncia do pH na sensibilidade do biosSsensor. ............cccccvveiiiiicinee, 59
Figura 21: Perfil de resposta do sensor nas condi¢cfes otimizadas. Adicdes sucessivas
de 100 umol L™ de Penicilina G em uma solugéo tampao fosfato 0,05 mol L™
(] 8. TR PR OO PSRRI 61
Figura 22: Curva analitica tipica plotada com o grafico da Figura 21. ...............cccuueee. 61
Figura 23: Voltametrias ciclicas obtidas através de diferentes velocidades de varredura.
Medidas realizadas em solucdo tamp&o fosfato 0,05 mol L™ (pH 7,5) e

Ka[Fe(CN)s] = K4[Fe(CN)s] = 2,5 x 10 Mol L™ ......coovveeeieeeeeeeee e, 63

Figura 24: Perfil linear da variagdo de corrente (Aip,) em fungéo da raiz quadrada da

velocidade de Varredura (0Y2). .....c.covoeeeeieeeeeeee e, 64
Figura 25: Perfil hiperbodlico do biossensor a base B-lactamase.............ccccceeeeeeeeeieennnn, 66
Figura 26: Perfil do comportamento do biossensor pelo duplo-reciproco...................... 66

Figura 27: Curva analitica usada na aplicacdo do biossensor na analise de leite de vaca
(o] 68

Figura 28: Sinais obtidos para as trés replicatas da amostra e comparacdo com
solucbes padrdo de penicilina G, na concentracéo de 3,00 x 10 mol L™ na

(of=| = W0 (= 1 (=10 [0 - VR TR RP RPN 69



Xii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicdo média do leite de VaCa . .........cccooeveveeeeeeeeeeee et 18
Tabela 2: Principais produtores de leite de vaca N0 muNndo. .........ccccoeeeeeereeeiiiiiiiiieeeenn. 20

Tabela 3: Mediadores de elétrons testados empregando a técnica de voltametria
(o] (o1 [T VTS PRPRPP 55
5

Tabela 4: Condicbes otimizadas para a determinacdo de Penicilina G usando
biossensor a base de pasta de carbono modificada com grafite

funcionalizado com CDI € COPRC. ....ouieeeeee e 60

Tabela 5: Caracteristicas analiticas mostradas pelo biossensor para determinacédo de
=T o] 11 o = 62



Xiii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.

CBT: Contagem Bacteriana Total.

CCS: Contagem de Células Somaticas.

CDI: N-ciclohexil-N’- (2-morfolimetil) ccarbodiimida.

CE: contra eletrodo.

CMT: Copan Milk Test.

CoPc: Ftalocianina de cobalto.

EQM: Eletrodos Quimicamente Modificados.

ER: eletrodo de referéncia.

ET: eletrodo de trabalho.

HEPES: 4-(2-Hydroxyethil) piperazine-1-ethanesulfonic acid.
IN 51: Instru¢do Normativa n° 51.

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.
NTC: nanotubos de carbono.

PAMvet: Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal.

PBS: phosphate buffered saline.

PIPES: 1,4-p-perazinediethanesulfonic acid sodium salt.
PNQL: Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite.
RIISPOA: Regulementacdo Industrial de Inspecdo Sanitaria e Produtos de Origem
Animal.

RSD: desvio padrao relativo.

TCNQ: tetracianoquinodimetano.



Xiv

TRIS: tris(hidroximetil) aminometano.

UME: ultramicroeletrodo.

Ag/AgCI: eletrodo de referéncia prata — cloreto de prata.
i: corrente elétrica.

l,a: corrente de pico anddico.

loc: corrente de pico catodico.

Ic: corrente capacitiva.

Iz: corrente faradaica.

Kwm: constante de Michaelis-Menten.
Kun - constante aparente de Michaelis-Menten.

v velocidade de varredura.
V. velocidade maxima.

VR: velocidade de reacéo.



XV

SUMARIO
CURRICULUM VITAE ..ottt e et e et e et e et e e e e e eaas i
DEDICATORIA ...ttt ettt ettt ettt e et s e e et et et et et ete et e eeeneeeaee v
AGRADECIMENTOS ..o e e e e e e e e e e e e e eaaas Vi
1 11V P Vil
AB ST R A CT et e et e e et e et e e ea s viii
LISTA DE FIGURAS ...t e e e e e e e e e eaaas IX
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ......uviiiieceeeeee e Xili
1 INTRODUGAO ...ttt nan e, 18
S = | (PP PP 18
1.2. Qualidade do leite € 1egiSIaCA0 ........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 20
1.30 MASHITE ittt 21
1.4, ANtDIOICOS NO IBITE ... 22
1.4.1. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS .......cooveeeeeeeeieeeeeeeeeeee e 23
1.5, B-LACTAMASES. ...ttt e e e e e e e e e e aeees 26
1.6, BIOSSEINSOIES ...coeiieiiiiiiiiiiiiiiitteteeeee ettt ettt e ettt ee et et ettt e et eee et eeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 29
1.6.1. TIPOS DE BIOSSENSORES ... oottt 33
1.6.2. (BIOS)SENSORES AMPEROMETRICOS .......coovovivieieeeeeeeeeeeeerrennn 35
1.7. Modificagéo de eletrodos na construgéo de biossensores enzimaticos........ 35
1.7.1. LIGAQAO COVALENTE ..o e 36
1.7.2. LIGACAO COVALENTE CRUZADA ... 37

1.8.  Mediadores e EleIrONS. .. ..o et et reaen 38



XVi

1.8.1.

1.9

2.

2.1.

3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

4.1.1.

4.1.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.

FTALOCIANINA DE COBALTO ... e 39
Iniciativa para o desenvolvimento do trabalho .............ccccooeiiiiiicce, 40
OBUJIETIVO .. e 42
ODbjetiVoS €SPECITICOS ....ovvviiiiiii e e e e e eaane 42
PARTE EXPERIMENTAL ..o e 43
Reagentes € SOIUGOES .......ccoovvviiiiii e 43
Construcéo dos biossensores empregando a técnica de ligacbes covalentes

CrUZAAAS: MELOTO L. .o e e, 43

Construcéo dos biossensores empregando a técnica de ligacGes covalentes:

AV L= oo [0 I TP T PR TPPPPPPPPPPTPP 45
Medidas EletroqUImICaS..........cuuuuiiiii e 46
Otimizacéao das condi¢cGes de preparacdo e analise do biossensor.............. 47
Avaliacdo da area ativa do biossensor proposto..........ccceevvvviiieeeeeeeeeeivinnnnnn. 48

Aplicacéo do biossensor na deteccao de Penicilina G em leite de vaca cri.48
RESULTADOS E DISCUSSAO .....cooveeeeeeeeeeeeeeee e 49
Otimizacdo do método de imobilizacdo e escolha do mediador de elétrons.49
IMOBILIZACAO DA ENZIMA POR LIGACAO COVALENTE CRUZADA COM
GLUTARALDEIDO: METODO | ...ttt 49

IMOBILIZACAO DA ENZIMA POR LIGACAO COVALENTE: METODO I ...52

Otimizacéo da preparacao e resposta do biossensor ..........cccccceeeeeieeeeieeennn, 56
Perfil de resposta para o0 biossensor otimizado ...........cccceeeevviviiiieviiin e, 60
Estimativa da area eletroquimicamente ativa do biossensor ........................ 63
Comportamento da cinética enzimatica no biosSSensor............cccceeeeeeeeeeeenn, 65
Aplicacdo do biossensor em leite de vaca Cru. .............eeueveeeevemeiieemeinnnnnnnnnnns 67
CONCLUSOES ..ottt 70

REFERENCIAS ... e e ettt ettt e e 72



XVii

Anexo — Resumo aceito no 63" Annual Meeting of the International Society of

Electrochemistry, que seréa realizado em Agosto de 2012. ..........cccccceeeeeneeen. 75



INTRODUCAO 18

1. INTRODUCAO

1.1. Leite

O leite bovino possui grande numero de constituintes distintos, embora a
maioria ainda ndo tenha sido identificada’. A quantidade de leite produzida e sua
composicdo apresentam variagcdes ocasionadas por fatores como: espécie, raca,
fisiologia (individualidade, diferencas entre os quartos do Ubere, idade), alimentacgéo,
estacbes do ano, doencas, periodo de lactacdo, ordenhas (numero, intervalo e
processo), fraudes e adulteracdes®.

A composicdo do leite é determinante para a sua qualidade nutricional e
adequacao para o processamento e consumo humano. Destaca-se como principais
constituintes do leite: &gua, gordura, vitaminas, proteinas, enzimas, lactose e

substancias minerais. A Tabela 1 mostra a composicédo média do leite de vaca®.

Tabela 1: Composicdo média do leite de vaca®.

Constituinte Teor /g Kg? | Variacdo /g Kg™

Agua 873 855 — 887
Lactose 46 38 -53
Gordura 39 24 — 55
Proteinas 32,5 23 - 44
Substancias minerais 6,5 53-8,0
Acidos orgéanicos 1,8 1,3-2,2

Outros 1.4 --
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A 4gua € o constituinte no qual estdo dissolvidos, dispersos ou
emulsionados os demais componentes.

A gordura ocorre no leite como pequenos glébulos contendo
principalmente triacilglicerodis, envolvidos por uma membrana lipoproteica. O leite de
vaca possui aproximadamente 440 ésteres de acidos graxos e 0s principais séo o acido
palmitico e o acido oléico. A gordura € o constituinte que mais sofre variacées (Tabela
1) em razao de alimentacao, raca, estacdo do ano e periodo de lactacdo®.

Todas as vitaminas conhecidas estdo no leite. As vitaminas A, D, E e K estdo
associadas aos globulos de gordura e as demais sdo encontradas na fase aquosa. A
concentracdo das vitaminas lipossoluveis depende da alimentacdo do gado, exceto a
da vitamina K. Esta, como as vitaminas hidrossoluveis, € sintetizada no sistema
digestivo dos ruminantes®.

No leite, 95% dos compostos nitrogenados ocorrem como proteinas. O nitrogénio
protéico do leite é constituido de cerca de 80 % de nitrogénio caseinico e de 20 % de
nitrogénio nédo-caseinico (albuminas e globulinas). Diversos fatores influenciam na
composicdo e na distribuicdo das fracdes nitrogenadas do leite bovino, tais como
temperatura ambiente, doencas do animal, estagio de lactacdo, niumero de paricées,
raca, alimentacdo e teor energético da alimentacdo®.

Numerosas enzimas podem ser encontradas no leite, como lipases, proteinases,
oxido-redutases, fosfatases, catalase e peroxidase. O desenvolvimento, intencional ou
nao, de microrganismos no leite contribui para a grande ocorréncia de enzimas. A
atividade dessas enzimas é influenciada pelas condi¢cdes do meio (temperatura, pH,
acesso ao substrato), sendo alteraveis pelo processamento tecnolégico®.

A lactose é o glicidio caracteristico do leite, formado a partir da glicose e da

galactose, sendo o constituinte sélido predominante e menos variavel (Tabela 1)*.
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O leite contém teores consideraveis de cloro, fosforo, potassio, sédio, calcio e
magneésio e baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés, formando sais
organicos e inorganicos. A associacdo entre os sais e as proteinas do leite € um fator
determinante para a estabilidade das caseinas perante diferentes agentes

desnaturantes. O fosfato de calcio, particularmente, faz parte da estrutura das micelas

de caseina’.

1.2. Qualidade do leite e legislacao
No ano de 2010 o Brasil alcancou a quinta posicdo (Tabela 2) entre os
principais paises produtores de leite no mundo, atigindo a marca de 29.480.000
toneladas. Apesar da posicado de destaque internacional, indicadores de produtividade
voltados a pecuaria bovina indicam que a qualidade do leite € uma das maiores
preocupacdes relacionadas a producdo no pais, sendo necessarias mudancas

significativas para que seja atingido um perfil de negécio competitivo e sustentavel®>.

Tabela 2: Principais produtores de leite de vaca no mundo.

Producdo de Leite — Paises Selecionados

Producgao de Leite Fluido em Mil Toneladas

2011

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 (p1)
Unido Européia 135.069 133.969 134.672 132.206 132.604 133.848 133.700 135.200 134.700
Estados Unidos 77.289 77.488 80.255 82.455 84.211 86.174 85.874 87.450 88.690
india 36.500 37.500 37.520 41.000 42.890 44.500 48.160 50.300 52.500
Ruassia 33.000 32.000 32.000 31.100 32.200 32.500 32.600 31.740 31.400
Brasil 22.860 23.317 24.250 25.230 26.750 27.820 28.795 29.480 30.846
China 17.463 22.606 27.534 31.934 35.252 34.300 28.445 29.100 30.500
Nova Zelandia 14.346 15.000 14.500 15.200 15.640 15.141 17.397 16.897 18.642
México 9.784 9.874 10.164 10.051 10.657 10.907 10.866 11.176 11.330
Ucrania 13.400 13.787 13.423 12.890 11.997 11.524 11.370 10.950 10.570
Argentina 7.950 9.250 9.500 10.200 9.550 10.010 10.350 10.600 11.070

Australia 10.636 10.377 10.429 10.395 9.870 9.500 9.326 9.400 9.700

Canada 7.734 7.905 7.806 8.041 8.212 8.270 8.280 8.350 8.350

Japao 8.400 8.329 8.285 8.137 8.007 7.982 7.910 7.790 7.800

Fonte: USDA (United States Department of Agriculture) - Dairy: World Markets and Trad/ December 2010.

(p1) Projecéo.
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No decorrer dos anos foram criadas diversas medidas para preservar a
qualidade do leite, como o RIISPOA de 1981 que proibe a adicdo de adulterantes
qguimicos no leite destinado a alimentacdo humana; IN 51 do MAPA publicada em 2002
para o estabelecimento de padrdes de qualidade para produtos lacteos processados no
Brasil;, o PAMvet, criado em 2003 pela ANVISA, para controlar residuos de
medicamentos veterinarios nos alimentos; e o PNQL, implementado em 2007 para que
a populacdo possa consumir produtos lacteos mais nutritivos, saborosos, seguros e
também para favorecer situagdes em que o rendimento dos produtores seja
aumentado®.

Os parametros determinados pelo MAPA para que o leite seja considerado de
boa qualidade s&o: CBT (contagem bacteriana total); CCS (contagem de células
somaticas); teores de gordura, lactose, proteina, solidos totais, sélidos
desengordurados; e pesquisa de residuos de antibioticos.

Dentre os parametros supracitados, a alta CCS pode ser um indicador de que a

vaca esteja com uma doenca conhecida como Mastite ou Mamite. A doenca é
caracterizada por um processo inflamatério da glandula mamaéria, causada
principalmente por bactérias e fungos, podendo também ser decorrente de problemas

traumaticos, metabdlicos, fisioldgicos e alérgicos.

1.3. Mastite

A Mastite pode manifestar-se de duas diferentes formas: a clinica e a
subclinica. No caso da Mastite clinica, o Ubere da vaca apresenta-se inchado,
avermelhado e quente. A composicao do leite € alterada, com a presenca de grumos,
pus e sangue. Quando a vaca esta com a Mastite subclinica, o leite e o Ubere nao
apresentam alteracdes visiveis, sendo necessario realizar a analise do leite para

detecta-la*®.
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Para o tratamento da Mastite sdo usados medicamentos antimicrobianos
(antibidticos) o que implica em um importante fator a ser controlado para a producéo de

leite com qualidade*®.

1.4. Antibioticos no leite

Quando se aplica um medicamento antibiotico em uma vaca, o leite por
esta produzido passa a conter residuos do medicamento durante um determinado
tempo. Enquanto existir residuos de antibiotico no leite, este ndo deve ser aproveitado
ou comercializado®’.

A presenca dos residuos de antibidticos no leite tem sido um dos maiores
desafios para os 6rgdos responsaveis pela salude publica e para a industria de
alimentos. Quando presentes no leite, os antibiéticos representam risco a saude do
consumidor. Esses riscos sdo representados por reacdes alérgicas, frequentemente
associadas aos antibidticos [-lactamicos; acdo carcinogénica, associada ao
cloranfenicol, a sulfametazina e aos nitrofuranos; a selecéo de bactérias resistentes da
flora normal, e possivelmente a transferéncia dessa resisténcia a outras bactérias
susceptiveis®”®.

Na industria de laticinios, a presenca de antibidticos no leite traz
dificuldades técnicas, interferindo nos atributos organolépticos e tecnolégicos dos
produtos lacteos industrializados, principalmente no processamento do iogurte,
manteiga e queijo, devido a inibicdo da flora bacteriana®.

Os processos térmicos empregados para o beneficiamento de leite no
Brasil sado: pasteurizagdo e processo longa vida. A pasteurizacdo consiste no
tratamento térmico a 75 °C durante 15 a 20 segundos, enquanto que 0 processo longa
vida é feito através do tratamento térmico de 130 °C a 150 °C durante 3 a 5 segundos.

Ambos os processos ndo destroem os residuos de antibiéticos no leite, constituindo
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risco para o consumidor e problema para a industria. Para eliminar a penicilina do leite
é necessario atingir 100 °C durante trés horas, ocorrendo o0 mesmo com a tetraciclina’.

A presenca desses residuos no leite ocasiona uma série de problemas, entre
eles o da fermentacéo, ja que as bactérias lacticas sdo as mais sensiveis a antibioticos.
O fermento lactico contém duas bactérias sensiveis aos antibiéticos, Streptococcus
cremoris e Lactobacillus bulgaricus. Elas causam acidificagdo e coagulacéo do leite,
mas se a amostra contiver antibiético, seu desenvolvimento sera inibido e a coagulacao
nao ocorrerd, interferindo na elaboracdo de diversos produtos lacteos, como queijo,
iogurte e manteiga®.

Visando a seguranca dos alimentos, a presenca de antibioticos além de interferir
na qualidade dos produtos beneficiados também é encarada como um perigo a ser
controlado, logo que em humanos, o cloranfenicol pode causar efeitos colaterais
adversos, anemia aplasica e hipoplasica, granulocitopenias, devido a sua acdo sobre
células da medula éssea e reatividade fotossensivel, apds o uso de niveis terapéuticos
ou profilaticos. A ligacdo da tetraciclina ao calcio pode resultar na inibicdo do
desenvolvimento dos dentes e do crescimento 6sseo. Os dentes podem tornar-se

descorados e sabe-se que ocorre hipoplasia dos dentes deciduos permanentes®.

1.4.1. ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS
Um dos grandes avanc¢os da quimioterapia moderna foi a introducdo da
benzilpenicilina em ensaios clinicos cerca de 60 anos atras. O sucesso das penicilinas
e seus compostos relacionados (antibidticos B-latdmicos ou B-lactamas) como os
agentes antimicrobianos mais amplamente utilizados, repousa sobre a alta eficiéncia e

especificidade que estes apresentam™.
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No entanto, a eficiéncia dessas drogas quimioterapicas foi desafiada
pela emergéncia de cepas de patdgenos que apresentam resisténcia a acao
antimicrobiana alcancada. Em consequéncia a este fato, novas moléculas tém sido
progressivamente desenvolvidas, possuindo estruturas cada vez mais diferentes das
drogas originais. Assim, os antibidticos B-lactamicos enquadram-se em uma familia de
compostos em constante expansdo tendo como recurso em comum o anel B-lactamico
de quatro membros (Figura 1)*°.

Os antibidticos B-lactamicos interferem de maneira especifica na sintese
do peptidioglicano, sendo este o componente principal da parede celular de bactérias,
formando uma rede tridimensional que as circundam com a finalidade de protegé-las de
sua propria pressao osmotica. O peptidioglicano € também um elemento essencial para
a manutencdo da célula e rigidez da parede celular em bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Essa macromolécula € exclusiva no universo das bactérias, o que
explica a capacidade dos antibiéticos em interferir na biossintese, devido a alta

especificidade que possuem*®**.



INTRODUCAO 25

3 i " ||
R—C—HNal =S R—C—HNm_____A#°
/—N\%CH3 SN~
o H o R2
CoO L
C D
| mco i
R;—C—HNa N C—C—HN S
gy
/—N = . HaN* S \O /—N = o
0 2 | 0
COoO CHs CoO

Figura 1: Estrutura genérica de alguns antibiéticos B-lactamicos. (A) Penicilinas (exemplo:
benzilpenicilina, ampilicina, amoxilina), (B) Cefalosporinas, (C) Cefamicinas (exemplo:

cefoxitina), (D) Cefotaxima (oximino, cefalosporinas).

As penicilinas, sao os antibidticos B-lactamicos mais administrados as vacas de
leite. Considerando a alta porcentagem de pessoas alérgicas a penicilina e seu amplo
uso em fazendas produtoras de leite, os residuos de penicilina constituem a maior
preocupacdo com relacdo aos riscos oferecidos aos humanos®. Por este motivo a
benzilpenicilina, conhecida como penicilina G (Figura 2) foi selecionada como analito de

interesse para o desenvolvimento do biossensor.
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Figura 2: Estrutura da benzilpenicilina (Penicilina G).

1.5. B-LACTAMASES

As B-lactamases s@o enzimas extracelulares ou periplasmaticas produzidas
por bactérias que possuem resisténcia a antibidticos B-lactamicos. As enzimas séo
divididas em 4 classes baseadas em sua estrutura primaria e mecanismos cataliticos.

Enzimas das classes A,C e D possuem sitio-ativo serina, cujo ciclo catalitico
baseia-se no ataque ao anel B-lactamico da Penicilina G formando o acido penicilinoico,
segundo a sequencia de rea¢gdes mostrada na Figura 3, e ndo podem ser diferenciadas
por suas estruturas primarias*®**.

As B-lactamases da classe B sdo conhecidas como metalo-proteinas que
possuem um ion metalico bivalente necessario a atividade catalitica, geralmente esse
fon é 0 Zn**. Essas enzimas sdo produzidas pelo Bacillus Cereus (B-lactamase II) que
também produz duas enzimas distintas da classe A; pelas Pseudomonas maltophilia
gue também produz enzimas da classe C; e pelas Aeromonas hydrophila e pelos
Bacteroides fragilis?.

As pB-lactamases inativam os antimicrobianos B-lactamicos através da

hidrélise da ligacdo C-N do anel B-lactamico. Este mecanismo de hidrolise difere entre

as serina-B-lactamases (classes A,C e D) e as metalo-B-lactamases da classe B.



INTRODUCAO 27

EgSiug

N
(X TS

COO- Enz-Ser-C+)H COO-
Enz-Ser-OH
R S
 ——
HOX o
‘ COO-
Ser-Enz H
! Cor |
R
S R S
. HN + HZO \AEIL/
o © HO 0
Enz-Ser CO0- Enz-Ser-OH COO-

Figura 3: Mecanismo de agao de B-lactamases das classes A,C e D sobre uma penicilina.

As B-lactamases de classe B possuem diferentes aminoacidos que definem a
estrutura do seu sitio ativo o qual é coordenado por pelo menos 1 ou 2 ions zinco,
estes, por sua vez, se coordenam a duas moléculas de agua que servem como
nucledfilos e hidrolisam a ligagcado amida do anel B-lactamico. A sequencia HXHXD
(histidina-X-histidina-X-acido aspartico) facilita a coordenag¢do dos ions zinco no sitio

ativo.
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O mecanismo de hidrdlise das B-lactamases de classe B é complexo e varia de
uma enzima para outra, por este motivo ele ndo estd completamente esclarecido
apesar da elucidagao da estrutura tridimensional de algumas B-lactamases de classe B.

O mecanismo mostrado na Figura 4 sugere que o sitio ativo orienta e polariza o

anel B-lactamico para facilitar o ataque nucleofilico pela ligacdo do ion zinco a agua

e/ou hidroxila.
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Figura 4: Mecanismo de agao das B-lactamases de classe B sobre uma penicilina.
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As B-lactamases de classe B (Figura 5) possuem um sitio ativo de amplo encaixe
que pode acomodar diferentes substratos B-lactamicos, o que facilita muito seu
espectro de atividade'. Para o presente trabalho foi usada a B-lactamase de classe B

oriunda de Bacillus cereus.

Figura5: Visualizacdo do sitio ativo binuclear da B-lactamase dependente de zinco ou
B-lactamase — Classe B, sintetizada pelo Bacillus cereus. Destacando os atomos de Zn
(a, € ap) e os residuos de S0,” (b, e by) que fazem parte das duas cadeias A e B que
constituem o] sitio ativo binuclear da enzima. Disponivel em:

http://www.pdb.org/pdb/explore/imol.do?structureld=1BC2&bionumber=1.

1.6. Biossensores
Um biossensor € um dispositivo sensor que utiliza material biolégico, como
elemento de reconhecimento, intimamente ligado a um transdutor, o qual converte o
sinal biolégico em um sinal mensuravel. O material biol6gico pode ser uma enzima,

anticorpo, antigeno, microorganismos, tecido animal ou vegetal, células, organelas, etc.


http://www.pdb.org/pdb/explore/jmol.do?structureId=1BC2&bionumber=1
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Em biossensores o material biolégico é imobilizado em um meio adequado,
podendo este ser uma membrana por exemplo, que € acoplada na superficie do
transdutor, o qual monitorara alguma mudanca fisica (corrente, potencial, mudanca de
cor, etc.) decorrente da formacéo de algum produto ou consumo de reagentes, como
consequéncia da reacdo bioquimica entre o material bioldégico e seu correspondente
substrato™***,

No caso particular de dispositivos enzimaticos, ao imergir um biossensor em
solucéo contendo o substrato, este se difunde para o interior do meio onde se encontra

a enzima imobilizada, que catalisa a reacdo, formando assim o0s produtos ou

consumindo cosubstratos (reagentes), tal como esquematizado na reacgéo 1.

Substratos + Re agentes —2trial Bologio_y produtos (1)

As enzimas séo proteinas que catalisam as reacfes biolégicas com grande
eficiéncia. O uso crescente destes catalisadores em andlises quimicas ocorre em
funcdo da alta sensibilidade e especificidade das suas reacfes quimicas, sendo que a
especificidade pode variar em funcéo de uma particular enzima®*.

As reacfes enzimaticas que envolvem um uUnico substrato sédo representadas

pela expresséao geral (reacao 2):

E+S ‘—E+‘ ES < » E+P 2)

onde E representa a enzima, S o substrato, ES o complexo intermediario enzima-
substrato e P o produto formado.
Para uma concentracdo fixa de enzima a velocidade da reacdo da catélise

enzimatica é dada pela equacéo de Michaelis-Menten (equacéo 1):
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Yy s]

Onde: V representa a velocidade de reacdo, Vy a velocidade maxima e equivale ao
valor de k3[S], [S] a concentracao inicial do substrato e, Kyw = (k2 + k3 / k1) a constante
de Michaelis-Menten derivada das constantes apresentadas na reacao 2.

A velocidade de reacdo (em unidades de Vy) varia em funcdo da
concentracdo de substrato, [S]. A velocidade de reacdo aumenta com o aumento da
concentracdo de substrato até atingir valor maximo onde o valor da concentracdo do

substrato ndo mais afeta a velocidade da reacédo (Vg), (Figura 6).

R
<

S mS<K,

Velocidade de reacao / unidades de V

-

K

MM

Concentracao do substrato / mol L

Figura 6: Dependéncia da velocidade de reacdo (em unidades de Vg) com a concentragcdo do

substrato [S]. Vy é a velocidade maxima e Kyy € a constante de Michaelis — Menten.
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Nos métodos enzimaticos de analise, a enzima é utilizada para converter
uma substancia a ser estudada (substrato), a qual ndo é diretamente medida, em outra
a qual pode ser medida ou monitorada por alguma técnica analitica, como: manometria,
espectrofotometria, fluorescéncia, eletroquimica e outras. Alternativamente, a
diminuicdo da concentracdo de um outro reagente pode ser diretamente monitorada.
Para a determinacdo analitica de um substrato a reacdo enzimatica deve ser de
primeira ou pseudo-primeira ordem com respeito ao substrato de interesse, ou seja
[S] < Kum (regido linear do grafico apresentado na Figura 6). No grafico, a regido onde
[S] >> Kum € utilizada para se determinar a atividade das enzimas, cuja reacdo é de
ordem primeira ou pseudo-primeira ordem em relacdo a enzima e de ordem zero em
relacéo ao substrato™®.

O grafico de velocidade face a [S] mostrado anteriormente na Figura 6,
nao é linear e na realizadade é hiperbdlico. Embora a baixas concentracdes de
substrato se mantenha linear, vai curvando a medida que aumenta a concentracdo de
substrato. Antes da chegada dos programas computacionais, que atualmente permitem
ajustar regressdes nao lineares de forma simples, podia chegar a ser realmente dificil
estimar os valores de Kyw € Vu nos gréficos ndo lineares. Isto deu lugar a que varios
investigadores concentrassem 0s seus esforcos em desenvolver métodos de
linearizacdo da equacdo de Michaelis-Menten, dando como resultado o grafico de
Lineweaver-Burke, o diagrama de Eadie-Hofstee e o grafico de Hanes-Woolf.

O gréfico de Lineweaver-Burk ou representacdo de duplo reciproco é a
forma mais comum e simples, de mostrar os dados cinéticos. Para tal, tomam-se os
valores inversos de ambos os lados da equacédo de Michaelis-Menten, tendo como
resultado uma linha reta cuja equacdo é y = bx + a (equacdo 2), sendo o ponto de
intersecado entre a reta e o0 eixo das ordenadas equivalente a 1/Vy, e o ponto de

intersecao entre a reta e o eixo de abcissas equivalente a -1/Kyw.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Regress%C3%A3o_n%C3%A3o_linear
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diagrama_de_Lineweaver-Burke&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diagrama_de_Lineweaver-Burke&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diagrama_de_Eadie-Hofstee&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inverso_multiplicativo
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1 Ke (1), 1
V. Vv, \[S1) V,

Evidentemente ndo se podem tomar valores negativos para 1/[S]; o minimo valor
possivel € 1/[S] = 0, que corresponderia a uma concentracao infinita de substrato, e dai
1/V = 1/Vy. O valor do ponto de intercepcéo entre a reta e 0 eixo X € uma extrapolacao

de dados experimentais obtidos em laboratério.

1.6.1. TIPOS DE BIOSSENSORES

A construcdo de biossensores deve ser feita através do uso de um material
biolégico e um transdutor, que sejam adequados as propriedades da amostra de
interesse e do tipo de grandeza fisica que sera medida pelo transdutor. Para um
mesmo analito (substrato), € possivel ter a op¢cdo de varios materiais biolégicos, para
um mesmo transdutor ou vice-versa.

A Figura 7 mostra um esquema genérico de biossensor, e as possiveis
combinacdes existentes de substratos, material biol6gico e transdutores.

Biossensores podem ser classificados pelo tipo de material biolégico ou pelo
sistema de transducdo. No primeiro caso, sao classificados em biossensores
enzimaticos, aqueles que usam enzimas como material de reconhecimento do analito;
imunossensores, aqueles que usam anticorpos ou antigenos como material bioldgico;
genossensores, aqueles que usam acidos nucleicos, como RNA ou DNA*°,

Segundo o tipo de transducdo os biossensores podem ser classificados em

eletroquimicos, oOpticos, piezelétricos e calorimétricos. Dentre eles os biossensores com


http://pt.wikipedia.org/wiki/Extrapola%C3%A7%C3%A3o
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transducdo eletroquimica sdo 0s mais comuns, mostrando uma subdivisdo em
amperometricos, potenciométricos, condutométricos, etc.

Biossensores enzimaticos com transducdo amperométrica sdo bastante
populares, principalmente por apresentarem varias caracteristicas vantajosas em
relacdo aos outros tipos de biossensores. Dentre elas podem-se mencionar, a facil
preparacao, alta seletividade e possibilidade de monitoramento em tempo real e de
forma econdmica. Estes tipos de biossensores se baseiam principalmente na geracao

ou consumo de elétrons durante a catalise de substratos por enzimas éxido-redutases.

Anticorpos Anticorpos Corrente ————> Amperométrico
Potencial——> Potenciométrico
Antigenos Antigenos ENFET
Resisténcia ——— Condutomeétrico
Farmacos Células
Gases Enzimas Calor Calorimétrico
. — —
lons Membranas
Massa——— > Piezoelétrico
Metabdlitos Organelas
Microorganismos Microorganismos Absorbancia
Reflectincia ——> Optico
Proteinas Tecidos Fluorescéncia

Figura 7: Esquema genérico dos biossensores mais utilizados.
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1.6.2. (BIOS)SENSORES AMPEROMETRICOS

Os (bios)sensores amperométricos séo dispositivos que ao serem mantidos
em um potencial fixo fornecem sinais de corrente faradaica proporcional a
concentracdo do analito, em funcdo de processos eletrodicos que ocorrem na interface
eletrodo/solucdo. Entretanto a corrente medida em experimentos eletroquimicos
também possui um componente capacitivo, associado a mudancas da capacitancia da
dupla camada elétrica durante variagdes de potencial.

No caso de (bios)sensores amperométricos o potencial € mantido constante
durante a medicdo da corrente, sendo portanto importante a avaliacdo da seletividade
das determina¢Bes uma vez que, via de regra, em amostras complexas podem existir
espécies quimicas que também s&o eletroativas no potencial selecionado®*'®. Para
solucionar os problemas de seletividade considerados acima é adotada como estratégia
a modificacdo da superficie do eletrodo, com compostos biolégicos altamente

seletivos™®.

1.7. Modificacao de eletrodos na construcdo de

biossensores enzimaticos

Um aspecto importante para a construgdo de um biossensor amperométrico,
gue ndo é nada mais do que um eletrodo quimicamente modificado, é a escolha do
material eletrédico base. O material selecionado deve apresentar caracteristicas
eletroquimicas apropriadas ao método de imobilizacdo selecionado. No caso dos
biossensores enzimaticos de segunda geracdo a imobilizacdo de um mediador de

elétrons na superficie do eletrodo ocorre comumente com a utilizacdo de enzimas®’*8,



INTRODUCAO 36

O uso da pasta de carbono para a identificacdo de um analito oferece a
viabilidade de uso de um material insolivel em solucéo, situacédo na qual a lixiviacdo do
modificador desde a superficie do eletrodo até a célula de medida é evitada.

Os eletrodos a base de carbono apresentam grupos funcionais contendo
oxigénio, tais como acidos carboxilicos, alcoois, fendis, anidridos e cetonas cujas as
concentracfes podem variar conforme a reacdo de oxigenacédo de atomos de carbono
presentes no material do eletrodo, estes sdo passiveis de modificacdo™®.

As técnicas de imobilizacdo proporcionam a reutilizacdo da enzima,
aumentam a estabilidade, reduzem custos e em alguns casos, aumentam a atividade
enzimatica’®. Existem muitos métodos de imobilizacdo relatados na literatura®”8*°,
neste trabalho é dado destaque aos métodos de imobilizacdo por ligacdo covalente e

ligacdo covalente cruzada, que sdo aquelas que foram avaliadas para a constru¢do dos

biossensores propostos.

1.7.1. LIGACAO COVALENTE

Neste tipo de imobilizacdo ocorre a ligacdo covalente de grupos funcionais
nao ativos da enzima (ndo essenciais para a atividade catalitica) a grupos reativos
(hidroxila, carbonila, amino, fendlico, imidazdlico, tiol) ligados na superficie soélida do
suporte insolivel. Um simples contato de uma solucdo de enzima com o suporte pré-
ativado € suficiente para imobilizar o material biolégico por varios meses, sob
refrigeracdo de 8 °C, sem perda significativa de sua atividade catalitica™®. O emprego
do método de ligacdo covalente para o preparo de biossensores pode levar a uma
melhor estabilidade operacional, uma vez que a enzima € ligada irreversivelmente a

matriz*318,
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1.7.2. LIGACAO COVALENTE CRUZADA

O método baseia-se na formacdo de particulas macroscopicas em
decorréncia da formacdo de ligacbes covalentes cruzadas entre as moléculas de
enzima e/ou as moléculas de suporte inerte com reagentes funcionais. Reagentes
bifuncionais (homofuncionais ou heterofuncionais) sao utilizados com grande frequéncia
na imobilizacdo de enzimas e/ou outras proteinas.

Os reagentes homofuncionais utilizados sdo: glutaraldeido e diazobenzidina;
enquanto que os heterofuncionais incluem a diazobenzidina-3,3’-dianisidina, N,N*-

hexametilenobisiodoacetamida, entre outros (Figura 8).

A o o B
H—C(CH,)—C—H ICH,CONH-(CH,)g-NHCOCH,|
C D
OO
"N, N
HaCO

Figura 8: Estrutura quimica de alguns reagentes multifuncionais usados na imobilizagdo de
enzimas em suportes soélidos. (A) glutaraldeido; (B) N,N’-hexametilenobisiodoacetamida; (C)

diazobenzidina e (D) diazobenzidina-3,3’-dianisidina.

O meétodo de imobilizacdo com o glutaraldeido é um dos mais empregados,
pois a enzima geralmente € mantida em um ambiente semelhante ao encontrado na

natureza, conferindo-lhe boa estabilidade frente as variacbes de pH, forca ibnica,



INTRODUCAO 38

13,16

solventes e temperatura™>, mantendo ou modificando muito pouco a atividade

enzimatica.

1.8. Mediadores de elétrons

Biossensores que usam mediadores de elétrons em sua composi¢cdo sao
classificados como sendo de segunda geracdo. O emprego de mediadores para a
construcdo de biossensores amperomeétricos permite que estes sejam operados em um
potencial menor em relacdo ao requerido sem a presenca de mediador e com
reversibilidade em relacdo ao estado de oxidacdo, reduzindo a possibilidade de
interferéncias nas analises.

Os mediadores de elétrons sdo substancias eletroativas que sofrem reacfes
de oxido-reducéo facilitando a transferéncia de elétrons entre a enzima e o eletrodo,
como por exemplo: ferroceno, TCNQ e ftalocianina de cobalto.

Um grande interesse tem sido dado na construcdo e emprego destes
eletrodos, principalmente, devido a facilidade e evolucéo das técnicas de imobilizacéo
de mediadores e enzimas.

Os mediadores tém sido incorporados aos eletrodos por adsorcédo, oclusao
em filme polimérico, por ligacdo covalente ou ocluidos em pasta de carbono®. No
presente trabalho é dado destaque ao mediador ftalocianina de cobalto (CoPc), que

permitiu o desenvolvimento satisfatorio desta pesquisa.
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1.8.1. FTALOCIANINA DE COBALTO

A CoPc (Figura 9) é conhecida ha muito tempo como catalisador homogéneo

e heterogéneo para uma grande variedade de reacfes quimicas. Ela funciona como

catalisador redox no qual o estado de oxidacdo do centro metalico varia durante o ciclo
catalitico?* %,

Como mediador de elétrons em 2+biossensores, seu uso € pouco explorado,

entretanto este composto € um Otimo candidato para tal funcdo, devido a suas

propriedades para a aplicacdo em sensores e biossensores. Contudo, € muito

importante verificar, se na presenca do substrato enzimatico a resposta obtida é devida

a reacdo bioguimica ou simplesmente a presenca deste complexo.

N
AN X
N CO 2+ N

Figura 9: Estrutura da Ftalocianina de Cobalto (CoPc).
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1.9. Iniciativa para o desenvolvimento do trabalho

A iniciativa para o desenvolvimento deste trabalho foi tomada, mediante o
conhecimento do controle que é feito para a detec¢ao de residuos de antibidticos B-
lactdmicos no leite de vaca cru, captado por uma industria de laticinios, localizada na
cidade de Araraquara — SP e a pretensdo pelo desenvolvimento de um método
alternativo com tempo de duragdo menor que o do controle atualmente realizado, que
emprega o kit analitico, Copan Milk Test (CMT), reconhecido e com uso autorizado pelo
MAPA?,

O CMT é fornecido em tubos individuais preenchidos com um meio de Agar.
O Agar é pré-semeado com esporos de Bacillus stearothermophilus e possui
incorporado acucar fermentavel (glicose) e indicador de pH (azul de bromocresol).
Conforme a Figura 10, o operador pipeta 100 puL de leite sobre a superficie e, em
seguida incuba o ensaio em bloco aquecedor (64 °C), por um periodo de 3 horas.

No decorrer do teste o leite difunde pelo meio Agar e se ndo houver
antibiotico presente, ou se, a quantidade existente for inferior ao limite de deteccéo do
kit, os esporos germinam, crescem e metabolizam o agucar. O acido produzido a partir
da fermentacéo da glicose muda a cor do indicador de purpura para amarelo.

Alternativamente, quando o antibiético estd presente no leite, ocorre a
inibicdo da germinacdo e crescimento dos esporos, consequentemente ndo ocorre
fermentacdo no meio e o indicador mantém a cor purpura.

O CMT possui o limite de deteccdo de 1 — 2 ug Kg™ para o sal sédico de
Penicilina G, enquanto que o limite maximo recomendado pelo MAPA equivale a 4 ug

Kg™.
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(1) Adigao das
amostras de leite

(2) Difusdodo leite
no meio de Agar

(3) Incubacao dos
testes

Negativo Positivo
(auséncia de (presenca de
antibiotico)  antibidtico)

Figura 10: Etapas do ensaio utilizando o CMT. Tempo total do teste 3 horas.

Mediante a situacao atual é proposto um método de deteccao de antibiéticos
B-lactamicos no leite de vaca cru, baseado na construcdo de um biossensor
amperométrico de segunda geracdo, utilizando pasta de carbono modificada com
enzima B-lactamase-classe B (B-lactamase) e um mediador de elétrons, como um

método alternativo aos ja existentes.
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2. OBJETIVO

Este trabalho visa a construcdo e aplicacdo de um biossensor amperométrico a
base de pasta de carbono modificada, contendo a enzima B-lactamase-B para a

determinacao de penicilina G em amostras de leite de vaca in natura.

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Otimizacdo da preparacdo do biossensor: Escolha do mediador de
elétrons e tipo de imobilizacéo da enzima.

2.1.2. Otimizacdo dos parametros de analise: potencial aplicado, solugéo
tampéo, pH e concentracao do tampéo .

2.1.3. Avaliacdo do biossensor na andlise de leite cra, através de estudos de

recuperacao.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e Solugbes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico, e todas as solucdes
foram preparadas com agua deionizada (resistividade = 18 MQ cm a 25°C) obtida de
um equipamento para purificacao Milli-Q, Direct - 0,3

Foram utilizados no desenvolvimento do projeto B-lactamase de Bacillus
cereus, ftalocianina de cobalto (CoPc), bis-ciclo-pentadienil-ferroceno (ferroceno),
tetracianoquinodimetano (TCNQ), solucdo de glutaraldeido, solu¢cdes tampao PIPES,
TRIS, HEPES, 6leo mineral (Nujol®), grafite em p6 (particula < 5 um) e met-p-
toluenesulfonato de  N-ciclohexil-N"-(2-morfolinoetil)carbodiimida  (CDI)  todos
provenientes da Sigma-Aldrich®; o KH,PO,, acetato de sédio, hidréxido de sédio,
ferrocianeto de potéssio, ferricianeto de potassio e alcool isopropilico foram da Synth®.

O pH das solucdes tampéo foi ajustado utilizando um pH-metro da Thermo
Scientific® (Orion 3 Star pH, Benchtop — USA), empregando um eletrodo de vidro

combinado para realizacdo das medidas.

3.2. Construcdo dos biossensores empregando a técnica

de ligacdes covalentes cruzadas: Método |

Estudos iniciais foram realizados empregando a técnica de ligacOes
covalentes cruzadas com a finalidade de preparar a pasta de carbono e imobilizar a
enzima B-lactamase em um unico passo, onde residuos de aminoacidos ndo essenciais
a atividade catalitica da enzima ligam-se a uma molécula organica homofuncional

(glutaraldeido) fixando-a a estrutura de grafite (suporte).
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Para isso 250 yL de B-lactamase (10 U), 30 mg de mediador de elétrons, 400
uL de glutaraldeido 2,5% (m/v), 1,0 mL de tamp&o Tris 0,1 mol L™ (pH = 7,00) e 100 mg
de grafite em p6 foram misturados em um vidro de relégio através de uma bagueta de
vidro por cerca de 15 minutos, quando ndo é mais observada a presenca de grumos na
mistura, que foi mantida durante 24 h sob refrigeracdo de 8 °C para a imobilizacdo da
enzima e secagem?’.

Em seguida cerca de 40 uL de 6leo mineral foram adicionados ao material
seco para a obtencdo de consisténcia da pasta e preenchimento do eletrodo de
trabalho tal como mostrado na Figura 11 (um tubo de vidro de 4 mm de diametro

interno e 1 mm de profundidade), previamente limpo com alcool isopropilico.

Figura 11: Pasta de carbono modificada e o correspondente eletrodo para a realizagdo das
medidas.

Foram avaliados os mediadores de elétrons; bis(ciclo-pentadienil)ferroceno
(ferroceno) e ftalocianina de cobalto (CoPc), na construcéo dos biossensores.

Os eletrodos testados foram previamente condicionados em solugdo tampao
fosfato pH 7,00, durante 20 minutos e em temperatura ambiente (aproximadamente 25

oC).
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3.3. Construcédo dos biossensores empregando a téecnica

de ligacdes covalentes: Método Il

Foi seguido o procedimento descrito por Sotomayor e colaboradores®.
Misturou-se 100 mg de po6 de grafite com 1,1 mg de met-p-toluenesulfonato de N-
ciclohexil-N"-(2-morfolinoetil)carbodiimida (CDI) e 300 puL de solucdo tampédo acetato
0,05 mol L™ (pH 4,8) mantendo-se a mistura em agitador magnético durante 2 horas e
25 °C.

A seguir a mistura foi lavada com agua destilada, com a finalidade de ser
removido o excesso de solugdo tampdo acetato, e mantida por 4 horas a temperatura
ambiente dentro de uma capela para a secagem do grafite ativado.

A imobilizacdo da enzima foi realizada pela mistura de 100 mg de grafite
previamente ativado com CDI, 10 U de B-lactamase dissolvida em solugdo tampéo
fosfato (250 pL), 325 pL de solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e 7,5 mg de
mediador de elétrons, feita até o desaparecimento de grumos, em um vidro de reldgio e
com o auxilio de uma bagueta .

A mistura foi deixada reagir por 16 horas a 4 °C, para permitir que a reacéo
procedesse. Apés este tempo foi obtido um material seco, pronto para ser misturado
com 40 uL de éleo mineral para obtencdo da pasta de carbono, a qual foi colocada na
extremidade de um tubo de vidro de 4 mm de diametro interno e 1 mm de profundidade,
previamente limpo com alcool isopropilico, para obter o respectivo biossensor.

Nesta parte do trabalho, foram avaliados os mediadores; bis(ciclo-
pentadienil)ferroceno (ferroceno), tetracianoquinodimetano (TCNQ) e ftalocianina de
cobalto (CoPc). Pastas de carbono contendo grafite funcionalizado com CDI sem

enzima e sem mediador, também foram preparadas para efeitos de comparacao.
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Os eletrodos testados foram previamente condicionados em solugdo tampao
fosfato pH 7,00, durante 20 minutos e em temperatura ambiente (aproximadamente 25

°C).

3.4. Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroguimicas foram realizadas em um micro-potenciostato da
Autolab®, usando uma célula eletroquimica convencional de 03 eletrodos, preenchida
com 10,0 mL de eletrolito (solucdes tampédo testadas), contendo um eletrodo de
referéncia de Ag|AgCl, (KCI sat.), um fio de platina em forma de espiral como contra
eletrodo e o(s) eletrodo(s) de pasta de carbono modificada como eletrodo(s) de trabalho
(Figura 12).

Dentre as varias técnicas eletroanaliticas existentes, foi utilizada neste
trabalho, a voltametria ciclica para caracterizacdo dos sensores propostos, com v =
20mV.s™ e intervalo de potencial de -300 mV a 500 mV. E a amperometria para efetuar
as analises quantitativas de Penicilina G com adicbes de 100 uL de analito em
intervalos de 10 segundos entre uma adicdo e outra nos potenciais selecionados

durante a otimizacao do biossensor.
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Potenciostato

ER ET | CE E:]

e

\WE

Figura 12: Representacdo do sistema de medidas eletroquimicas adotado (ER: eletrodo de

referéncia, ET: eletrodo de trabalho e CE: contra eletrodo)

3.5. Otimizacao das condicdes de preparacao e analise do

biossensor

Em busca da melhor condicéo experimental para a determinagéo da Penicilina
G, alguns parametros relevantes para a melhor confecgcdo do biossensor e para a
realizacdo das medidas foram estudados.

Para isso, foram estudados o tipo de imobilizacdo enzimatica, diversos
mediadores, a quantidade de mediador e de enzima na composicdo da pasta. Em
relacdo as analises foram avaliadas a influencia do pH, do tipo de solucdo tampéao e da
concentracdo do tampao, assim como o potencial que deveria ser aplicado nas

medidas amperomeétricas.
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3.6. Avaliacdo da area ativa do biossensor proposto

Para verificar a area ativa do biossensor desenvolvido, foram realizados
ensaios por voltametria ciclica nas condigBes otimizadas para a preparacdo da pasta
modificada. Os experimentos foram realizados em 10,0 mL de solucéo tampéao fosfato
0,05 mol L™ (pH = 7,5) com adicdo de 500 pL de ferrocianeto de potassio e ferricianeto
de potassio, ambas as solu¢gdes 5 mmol L?, variando a velocidade de varredura (v) de

forma sucessiva.

3.7. Aplicacao do biossensor na deteccédo de Penicilina G

em leite de vaca cru

Com a finalidade de verificar a resposta do biossensor na matriz de interesse,
foram realizados testes com leite de vaca cru intencionalmente contaminado com
solucdo padrdo de antibidtico (Penicilina G), resultando em amostras com 3,00x102
mol.L™ de antibiético.

Os ensaios foram realizados empregando a calibragcdo externa (curva
analitica) e para descarte do efeito da matriz, foram registrados amperogramas, com
valor de potencial igual a -250 mV, para adi¢cdes de solucdo padrédo de Penicilina G
(3,00x102 mol.L™), alternadas por adi¢cdes de da amostra de leite contaminada, em uma
célula eletroquimica preenchida com 10 mL de solu¢édo tampéao fosfato pH 7,5, de forma
que o teor de Penicilina G fosse 0 mesmo tanto na solugéo padrdo como na amostra

contaminada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacdo do metodo de imobilizacdo e escolha do

mediador de elétrons

4.1.1. IMOBILIZACAO DA ENZIMA POR LIGACAO COVALENTE
CRUZADA COM GLUTARALDEIDO: METODO |

Inicialmente foi empregada a ligacdo covalente cruzada com o reagente
bifuncional glutaraldeido por se tratar de uma técnica amplamente usada para a
imobilizacdo de enzimas (que sdo soluveis em agua) em matrizes soélidas como o
grafite, com a finalidade de evitar a lixiviagdo das mesmas no meio de analise,

O glutaraldeido, apresenta-se em forma comercial como solu¢des aquosas
entre 25% e 50% (m/v), e encontra-se na forma de oligomeros insaturados ou

polimeros gerados via condensacées aldélicas repetidas?®?’

(reacdo 3), e que ajuda a
explicar o mecanismo pelo qual as enzimas podem ser ligadas através das reacoes
cruzadas (reacdo 4). A caracteristica principal do mecanismo da reacéo 4, € a adicao
tipo Michael dos grupos amino da proteina ao polimero aldeidico a,B-insaturado®®?’,

permitindo assim sua ligacdo de carater covalente com o reagente bifuncional.
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Entretanto, apesar da ligacdo entre a enzima e o glutaraldeido permitir obter
um ambiente mais adequado para a estabilizacdo da enzima. Quando em contato com
o grafite, através de interacdes de adsorcao, o acoplamento da enzima ao suporte nao
foi 0 mais adequado, e desta forma, nenhum aumento de corrente em toda a extensao
do voltamograma foi observado.

No voltamograma apresentado na Figura 13 para a pasta contendo a enzima
B-lactamase e o mediador de elétrons ferroceno foi empregado a variacdo de potencial
dentro do intervalo de -300 mV a 500 mV, sendo observada a tendéncia a formacéo do
pico de oxidacdo do ferroceno na regido de potencial em torno de 500 mV. Quando é

feita a adicdo do analito (Penicilina G), observa-se uma diminuicdo na area do
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voltamograma, demonstrando hipoteticamente a instabilidade da pasta e a inexisténcia

de sinal significativo para a determinacao do analito.

----- solugéo tampéo fosfato pH 7,0
%107 - adicdo de 4,8x10” mol L™ de analito
-5
1x10 "1
<
S~
0
-5
-1x10 l

04  -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
Potencial vs Ag|AgCl / V

Figura 13: Resposta do biossensor construido a base de ligagdo cruzada com glutaraldeido, B-

lactamase e ferroceno, U =20 mV.s™.

Resultados parecidos foram obtidos quando foi testada a pasta contendo a
enzima B-lactamase e o mediador de elétrons ftalocianina de cobalto (CoPc), Figura 14,
ocorrendo picos de reducdo que podem ser atribuidos ao mediador CoPc, e com
nenhuma mudanca aparente na area do voltamograma quando foi adicionado o analito.

Apesar de ndo ter sido realizado um estudo exaustivo com outros
mediadores de elétrons, considerou-se necessaria a mudanca do método de
imobilizacdo da enzima [-lactamase na superficie de grafite, visando melhorar a
estabilidade da enzima no suporte de grafite, e para isto, procurou-se ligar

covalentemente a enzima ao grafite.
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Solugao tampao fosfato ( pH 7,0)
4x10] — Adigdo de 4,8x10" mol L de analito

Potencial vs Ag/AgCI / V

Figura 14: Resposta do biossensor construido a base de ligagdo cruzada com glutaraldeido, B-

lactamase e CoPc, U =20 mV s™.

4.1.2. IMOBILIZACAO DA ENZIMA POR LIGACAO COVALENTE:
METODO I

Um método bastante adequado para a imobilizacdo covalente de compostos
biolégicos, como enzimas e anticorpos, baseai-se no uso de compostos derivados da
carbodiimida, uma vez que permite manter a atividade e estruturas tridimensionais
desses compostos inalteradas.

A reacdo entre superficies carboxiladas, como o grafite, e a carbodiimida &
mostrada na reacdo 5, esta reacdo forma o grupo o-acil-isso-ureia, que serad o

responsavel pelo acoplamento covalente da enzima ao suporte solido (reacéo 6).
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1) Ativacao do grafite
NHR
Grafite-COO,H + R-N=C=N-R——> Grafite—éll—O—C:f ()
Grupos &cidos Carbodiimida N—R
do grafite

o-acil-iso-ureia

2) Ligacao da enzima

g e ? 4
Enzima - NH .
Grafite—C—O—cl‘T 2» Grafite—C—N—Enzima + RNHCONHR (6)
N—R enzima cc_)valentemente
o-acil-iso-ureia ligada

Assim, neste trabalho, foram preparadas pastas de carbono modificadas com
a enzima por ligagdo covalente com CDI e diferentes mediadores de elétrons. Cada
biossensor foi avaliado pelo perfil voltamétrico na presenca de Penicilina G, e os

resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 15 e 16.
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Figura 15: Voltamogramas obtidos para o biossensor com B-lactamase imobilizada por ligacéo

covalente usando ferroceno como mediador de elétrons. Medidas realizadas em solugdo tampéo

fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e velocidade de varredura de 20 mV s™.

0_
< -30-
_60_
04 02 00 02 04 06

Potencial vs Ag|AgCl / V

Figura 16: Voltamogramas obtidos para o biossensor com B-lactamase imobilizada por ligacéo
covalente usando CoPc como mediador de elétrons. (a) pasta de carbono modificada apenas com
enzima; (b) sensor em (a) + substrato; (c) biossensor & base de pasta modificada com CoPc e -
lactamase; e (d) biossensor em (c) + penicilina G. Medidas realizadas em solu¢cdo tampé&o fosfato

0,1 mol L™ (pH 7,0), 4,8 x 10*mol L™ de Penicilina G e velocidade de varredura de 20 mV s™.



RESULTADOS E DISCUSSAO 55

Pode se observar da Figura 15 que nenhum sinal satisfatorio foi obtido para o
biossensor preparado usando como mediador de elétrons ferroceno, que é amplamente
usado na construcdo de biossensores amperomeétricos. Resultados analogos foram
obtidos usando TCNQ (Tabela 3).

Quando é empregado o mediador de elétrons CoPc, Figura 16 (voltamograma
d), ocorre a reducdo eletroquimica do analito ocasionada pelo efeito sinérgico entre a
enzima e a ftalocianina de cobalto, sendo observado o aumento da corrente de reducgéo

conforme a concentracdo de substrato aumentou na célula de medida

Tabela 3: Mediadores de elétrons testados empregando a técnica de voltametria ciclica.

Mediador de elétrons Variacdo de corrente
CoPc Sim
Ferroceno N&o
TCNQ N&o

A Figura 17 apresenta um possivel mecanismo de resposta para o biossensor
desenvolvido & base de enzima B-lactamase e ftalocianina de cobalto (II), o qual foi
baseado no mecanismo de agédo das metalo-p-lactamase mostrado na Figura 4.

Nesse mecanismo, que deve ocorrer por um processo CE (quimico/
eletroquimico), inicialmente na etapa quimica a enzima promove a reducao do analito
com concomitante oxidacdo do mediador de elétrons, mantendo a enzima em sua
forma original. A seguir, na etapa eletroquimica, a regeneracdo da forma reduzida do
mediador ocorre pela aplicagcdo do potencial adequado, e a quantidade de elétrons

transferidos nessa reducao sera proporcional a concentragéo de analito na amostra.
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Figura 17: Mecanismo proposto para a acdo da CoPc como mediador de elétrons no biossensor.

Visto entdo, que imobilizando a enzima covalentemente ao suporte de grafite e
usando como mediador de elétrons a CoPc, foram obtidos os resultados mais
promissores, a seguir iniciaram-se 0s respectivos experimentos para otimizacdo da

resposta analitica do biossensor.

4.2. Otimizacao da preparacao e resposta do biossensor
Com a finalidade de otimizar a resposta do biossensor proposto, alguns
parametros que afetam diretamente sua sensibilidade e seletividade foram avaliados.
Estes foram; a quantidade de CoPc na pasta; os parametros da solu¢cdo tampao como:
o tipo, pH e concentracdo; e uma vez que o biossensor desenvolvido usava uma

transducdo amperométrica, o potencial usado nas medidas também foi avaliado.



RESULTADOS E DISCUSSAO 57

Inicialmente, foi observado que aplicando um potencial na amperometria de
-100 mV vs Ag|AgCl no biossensor, ocorria  um aumento bastante acentuado da
corrente de reducdo na presenca do analito, quando comparado ao amperograma
obtido com eletrodo de pasta de carbono funcionalizada apenas com CDI (Figura 18),
indicando a importancia da presenca da enzima e do mediador de elétrons na

preparacao do biossensor.

-2,8x10°
| Adicdo de penicilina G A
-2,9x10° 1
Adicéo de penicilina G

< pd
~~

-3,0x10° ]

-3,1x10° B

200 250 300 350 400

Tempo /s

Figura 18: Amperogramas obtidos em -100 mV, com um eletrodo de pasta de carbono
funcionalizada com CDI (A) e com o biossensor proposto (B). Medidas realizadas em solugéo

tampéo fosfato 0,1 mol Lt (pH 7,0), e adicdes sucessivas de 9,9 x 10*mol L™ de substrato.

Pelos resultados mostrados na Figura 18, a presenca de CoPc junto com a
enzima, se faz necessaria para o funcionamento satisfatério do biossensor para
qguantificacdo da penicilina G, uma vez que a pasta sem a presenca do mediador n&o

apresentou estabilidade para a realizacdo das medidas.
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A seguir, visando otimizar o potencial a ser aplicado no biossensor, foi
realizado o estudo da influéncia do potencial na sensibilidade do método, e a Figura 19,
mostra que aplicando potencial de -250 mV, obteve-se a maior sensibilidade. Para
potenciais mais negativos que -250 mV foi observado adsorcdo dos produtos da reacéo
na superficie do eletrodo proporcionando o bloqueio da mesma (grafico inserido na
Figura 19), ndo sendo mais adequada para medidas quantitativas.

Por outro lado, potenciais muito elevados poderiam desnhaturar a enzima e
adicionalmente, comprometer a seletividade do método, uma vez que, a matriz a ser
analisada sera o leite, o qual € um fluido heterogéneo e complexo contendo muitos
componentes em disperséo, podendo ter algumas espécies eletroativas presentes, que
podem ser identificadas em elevados potenciais?®, tanto de reducdo, quando de
oxidacdo, e neste sentido o uso de potenciais com 0s menores valores possiveis, se

torna necessario.

-2,9x10° —
e =0m
W\,‘A/Mv-"—v —_— E:p =-50 mV

W —E, =-100mV

-3.0x10° —E,, =-250 mV
f -3,1x10°
a0y E,,, = - 400 mV
-6 < 610"
-3,2x107° 1 <
empo/s
-3.3x10° —_— — Tl
240 300 360 420
Tempo /s

Figura 19: Amperogramas obtidos no estudo de potencial aplicado ao biossensor. Medidas
realizadas em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), e adi¢des sucessivas de 9,9 x 10” mol

L™ de substrato.
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Uma vez escolhido o potencial a ser usado nas analises amperométricas, 0
seguinte estudo a ser realizado foi a avaliacdo do pH mais adequado para a realizagcao
das medidas, e a Figura 20 mostra a resposta do biossensor obtida em solucdes
tampéao fosfato em diversos pH, mostrando que a maior sensibilidade € obtida em pH
7,5. Assim a partir deste estudo os demais experimentos foram realizados em solucdes

com pH 7,5.

3x10°

2x10°

Sensibilidade / nA L mol™

1x10°

T T T T T T T T T T T

55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
pH

Figura 20: Influéncia do pH na sensibilidade do biossensor.

Os demais experimentos que dizem respeito a influencia da quantidade de
mediador na preparacgéo da pasta, o tipo de tampé&o e a concentragdo do mesmo, foram

realizados e os resultados obtidos sao mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4: Condic8es otimizadas para a determinacao de Penicilina G usando biossensor a base de

pasta de carbono modificada com grafite funcionalizado com CDI e CoPc.

Pardmetros e quantidades avaliadas Otimizado
Quantidade de mediador
7,5 10 10
na pasta (mg /100 mg)

pH 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 7,5
Tampéo Fosfato Hepes Pipes TRIS PBS Fosfato
[Tampao] / mol L™ 0,025 0,05 0,075 0,10 0,05
Potencia aplicado / mV -400 -250 -100 -50 0 -250

PBS: solucéo tampé&o fosfato salina.

Assim, a Tabela 4 mostra que o biossensor preparado com 10 mg de CoPc e
100 mg de grafite funcionalizado com CDI contendo 10 U de enzima imobilizada
apresentou os melhores resultados quando, as medidas foram realizadas em meio de
solucdo tampao fosfato 0,05 mol L™ e pH 7,5, que é um valor abaixo do ponto
isoelétrico da enzima (pl = 8,6) encontrado para a B-lactamase de classe B na
literatura®.

Com o pH do meio abaixo do ponto isoelétrico da enzima, esta fica carregada
positivamente e o mecanismo de transferéncia de elétrons do transdutor para a

superficie do eletrodo é facilitado.

4.3. Perfil de resposta para o biossensor otimizado
Sob as condi¢bes otimizadas o sensor mostrou o perfil amperométrico de

resposta mostrado nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Perfil de resposta do sensor nas condi¢g8es otimizadas. Adigdes sucessivas de 100

umol L™ de Penicilina G em uma solucéo tampéo fosfato 0,05 mol L? (pH 7,5).

2,41

1,6+

Al / pA

0,8 -

o

2.0x10™ 4,0x10™ 6,0x10™

[Penicilina G1/ mol L1

Figura 22: Curva analitica tipica plotada com o gréfico da Figura 21.
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Os dados da Figura 22 sdo mostrados na equacao 3 a seqguir:

Ai/ /A =0,20(20,04) +3010(+107)[Penicilina G]/mol L™* (3)

A otimizacdo da preparacdo da pasta de carbono e dos parametros para
realizacdo das medidas amperométricas permitiu obter uma faixa linear de resposta
para a Penicilina G entre 9,9 x 10 e 6,5 x 10 mol L™}, com uma inclinacéo de 3010 *
107 pA L mol™ e limites de deteccdo e quantificacdo de 1,3 x 10° mol L e 4,4 x 10°
mol L™, respectivamente, os quais foram calculados conforme recomendado pela
ANVISA®. O limite de deteccdo (LOD) foi calculado como trés vezes o desvio padréo
do coeficiente linear (a, obtido da média de trés curvas analiticas) dividido pelo
coeficiente angular médio dessas trés curvas analiticas (b, sensibilidade média), 3xca/b.
O limite de quantificacédo (LOQ), foi calculado como 3,3 vezes o valor do LOD (10xc4/b).

A Tabela 5 mostra as caracteristicas analiticas do biossensor proposto.

Tabela 5: Caracteristicas analiticas mostradas pelo biossensor para determinacéo de Penicilina G.

Paréametros / unidade Resposta

Faixa Linear / mol L™ 9,9x10°e6,5x 10"
Sensibilidade / pA L mol™ 3010 + 107
Coeficiente de Correlagcéo (n =7) 0,9962
Limite de deteccdo / mol L™ 1,3 x 10” (4,6 ppm)
Limite de quantificacdo / mol L™ 4,4 x 10° (15,3 ppm)
Repetibilidade intra-dia (RSD, n=5, [analito] = 3,0 x 10 mol L™) 3,4%

A repetibilidade intra-dia da resposta do biossensor pode ser verificada através
dos valores obtidos para o desvio padrao médio relativo (RSD) da corrente observada

para uma concentracéo do analito de 3,0 x 10 mol L™, registrada 5 vezes no mesmo
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dia, e que ao ser inferior a 5%, atesta a confiabilidade na precisdo das medidas obtidas

com o biossensor proposto.

4.4. Estimativa da area eletroquimicamente ativa do

biossensor

Visando ter uma estimativa de qual seria a area eletroguimicamente ativa do
biossensor construido, foi realizado um experimento em voltametria ciclica variando a
velocidade de varredura (Figura 23), com a finalidade de obter dados da corrente de

pico de oxidagdo anddico (Ip,) em funcdo da v

(Figura 24) para com a aplicagéo da
equacdo de Andreux e Savéant® (Equacdo 4) poder calcular a area ativa do

biossensor.

2.0x10™

1,0x10™ -

—5mVs®
0,04 —10mvs"
/ 25 mvVs™
—40mvs*
50 mv s
A —75mvs’
-1,0x10" 100 mv s™
—— 150 mV s™
—200mvs*

/A

04 02 00 02 04 06 08
Potencial vs Ag/AgCI1/V

Figura 23: Voltametrias ciclicas obtidas através de diferentes velocidades de varredura. Medidas
realizadas em solucéo tampao fosfato 0,05 mol L™ (pH 7,5) e Ks[Fe(CN)g] = K4[Fe(CN)g] = 2,5 x 10™

mol L™
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Figura 24: Perfil linear da variagéo de corrente (Ai,,) em funcéo da raiz quadrada da velocidade de

varredura (Ullz)

Com a eg. 4 e com a equacao que mostra o ajuste linear da Figura 24 (equacéo

5, R=0,9997), foi possivel calcular a area ativa do biossensor desenvolvido.
F 1/2
H 1/2 1/2
i, =0,496FAC,D; (ﬁ) v (4)

Aif A =—-13,9(+0,9) + 205,9(+18 ) "2 (5)

A equacéo 6, indica a igualdade usada e a equacéo 7 o valor obtido.

1/2
0,496FAC_D} 2(%) =inclinagio da reta = 205,9 x10°° (6)
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onde: O valor da inclinacéo da reta é apresentado em ampére,Cs = 2,5 x 10° mol cm™;
F = 96485 C.mol™; R = 8,314 Jmol*K"; T=298 K; D, = 7 x 10° cm?s™ e A é a area

ativa do eletrodo a ser calculada.

A = AREA ELETROQUIMICAMENTE ATIVA = 0,10 cm? (7)

Esta area calculada indica que 77% da area geométrica do eletrodo é
eletroquimicamente ativa devido a irregularidade da superficie do filme, uma vez que a

area geométrica total é de aproximadamente 0,13 cm?.

4.5. Comportamento da cinética enzimatica no biossensor

Através dos dados obtidos para as condi¢cdes 6timas foi realizado o estudo
sobre a cinética enzimética do biossensor que apresentou perfil hiperbélico, Figura 25,
que tal como esperado segue a cinética de “Michaellis-Menten”.

Ao ser plotado o gréafico do duplo reciproco ou de Lineweaver-Burker (Figura

26), foi possivel estimar o valor da constante aparente de Michaelis-Menten (KZ").

Obtendo-se um valor de 1,73 x 10” mol L™, mol L* (equacdes 8 — 10), quando
comparado com o valor informado pelo fornecedor da enzima em solugdo (Sigma-
Aldrich®), 6,5 x 10° mol L*, indica boa coeréncia, e ainda sendo ligeiramente maior (tal
como esperado), logo que a solucdo de enzima imobilizada mantém os sitios ativos das
moléculas expostos, conservando a caracteristica de afinidade pelo seu substrato e

mantendo suas propriedades cataliticas.
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Figura 25: Perfil hiperbélico do biossensor a base B-lactamase
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Figura 26: Perfil do comportamento do biossensor pelo duplo-reciproco
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A regressao linear para a reta da Figura 26 (ajustada com um R = 0,9996) é

dada na equacéo 8,

AT pA = 0,177(20,001) + 3,06x107° (+2,6x10~")[Penicilina G]™ /mol™ L (8)

Extrapolando a reta para o valor de zero, tém-se:

0=0177+ 3,06x10-5( ) / mol™ L 9)

app
KMM

A equacdo 9, permite calcular o valor da Kb :

Ko _ 3,06x107°
MM 0177

Jmol L =1,73x10"* mol L™ (10)

4.6. Aplicacao do biossensor em leite de vaca cru.

Amostras de leite de vaca cru isentas de antibioticos B-lactamicos, confirmado
pelo resultado negativo com kit CMT, foram contaminadas com solugéao de Penicilina G
e submetidas a testes de deteccédo através do biossensor amperomeétrico desenvolvido.
A curva analitica usada para quantificacéo da penicilina G no leite € mostrada na

Figura 27, cuja reta foi ajustada (R = 0,9943) segundo a equacéao linear (11).

Ai/ 1A =1,70(+0,04) +1.234(+76)[Penicilina G]/ mol L™ 11)
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Figura 27: Curva analitica usada na aplicagcéo do biossensor na andlise de leite de vaca cru.

No intuito de verificar se haveria algum efeito da matriz nas analises do leite,
foram plotados varios amperogramas, nos quais foi adicionado antes e/ou apds um

padrdao de concentragdo conhecida e igual ao da amostra, e os resultados obtidos séo

mostrados na Figura 28.
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Figura 28: Sinais obtidos para as trés replicatas da amostra e comparacédo com solu¢des padrdo

de penicilina G, na concentracéo de 3,00 x 10* mol L™ na cela de medida.
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Os resultados apresentados na Figura 28 mostram claramente que a resposta do
biossensor ndo € afetada por efeito de matriz da amostra de leite cru, o que é bastante
vantajoso em relacdo a outros métodos de analise nos quais € necessario o pré-
tratamento da amostra.

As concentracdes de Penicilina G (Mm: 356,37 g mol™) calculadas para as
replicatas 1, 2 e 3 da amostra contaminada com 0,030 mol L™ de analito, foram de
0,033; 0,028 e 0,030 mol L™, respectivamente. Resultando em uma deteccdo média de
3,03 x 102 + 2,5 x 10° mol L™, um erro relativo de 1%, e uma percentagem média de
recuperacéo igual a 101,1(+ 8,4)%. Observa-se que o método € bastante exato, e em
relacdo a precisdo, calculada com base no valor de RSD (8,3%, n=3), o valor obtido
para as replicatas, pode ser considerado bom, uma vez que o leite € uma matriz
bastante complexa, e é aceitavel e esperado, obter valores proximos a 10% para o

desvio padréo.
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5. CONCLUSOES

5.1. Este trabalho descreve pela primeira vez um biossensor amperométrico de
segunda geracdo, para deteccdo de antibidticos B-lactamicos, baseado na modificacdo
de uma pasta de carbono com a enzima B-lactamase da classe B (uma metalo-enzima)
e com o mediador de elétrons CoPc.

Os estudos realizados evidenciaram que o0 uso da pasta de carbono com a
enzima presente concomitantemente com o mediador geram um efeito sinérgico na
reducdo do analito, a qual permite obter um limite de quantificacdo de 15,3 ppm e
repetibilidade intra-dia (RSD, n = 5) igual a 3,4 %, sendo estes resultados satisfatérios
pelo fato de néo ter sido realizado pré-tratamento da amostra, tornando a aplicacéo da

metodologia simples .

5.2. Embora ainda devam ser realizados ajustes para diminuir o limite de deteccao
(LOD = 4,6 ppm) e poder concorrer com o kit comercial (LOD = 1 a 2 ppb) usado na
industria de alimentos, esta primeira tentativa se mostra bastante promissora, uma vez
gue outras alternativas para a construgédo do biossensor poderéo ser exploradas. Como
por exemplo, usar nanotubos de carbono (NTC), modificar eletrodos impressos
contendo NTC, CoPc e enzima ligada covalentemente, ou ainda, uma proposta que ja
esta sendo elaborada neste grupo de pesquisa, envolvendo o uso de eletrodos de ouro

com monocamadas auto-organizadas (Anexo).
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Anexo - Resumo aceito no 63 Annual Meeting of the International Society of

Electrochemistry, que sera realizado em Agosto de 2012.

Development of enzymatic biosensor for direct detection of penicillin
In milk samples

Marcos Vinicius Foguel, Thiago Martimiano do Prado, Antonio Ap. Pupim Ferreira,
Maria Del Pilar Taboada Sotomayor
Instituto de Quimica - Universidade Estadual Paulista (UNESP)
Rua Professor Francisco Degni, 55 - 14800-900 - Araraquara/SP — Brazil
mpilar@iqg.unesp.br

This work reports by the first time a third generation biosensor for detection of
penicillin, based on a gold screen printed electrode (Au-SPE) modified with penicillinase
enzyme immobilized on a SAM of cystamine. The interaction with the antibiotic Penicillin
G (substrate) was investigated by cyclic voltammetry (CV) and amperometry.

The construction of biosensor was performed modifying the working electrode of
Au-SPEs (model AC1.W1.RS, batch Z702, BVT Technologies, Czech Republic) with
0.02 mol L™ cystamine (tincup = 2h) and with penicillinase enzyme (100 U) immobilized
on the SAM (overnight). The SPE consisted of Au—2wt.%Pd (Ageom = 0.0035 cm?), Ag—
2wt.%Pd (Ageom = 0.137 cm?) and Au-2wt.%Pd (Ageom = 0.072 cm?) as working,
reference and auxiliary electrodes, respectively. The electrochemical measurements
were carried out in 0.05 mol L™ phosphate buffer solution at pH 7.4. All experiments
were repeated at least three times at 25 °C.

The first results in CV showed the increase of the reduction current from
-390 mV for enzyme-substrate reaction. Then, with the aim at to perform analytical
applications the applied potential was optimized, obtaining the better response at
-450 mV, resulting in a calibration curve with good linear range between 4.7 x 10™ to 4.9
x 10° mol L™ (R = 0.998, n=3) and LOD and LOQ of 1.68 x 10 and 5.05 x 10 mol L™,
respectively. It is worth mentioning that this biosensor does not require the use of
electron mediators, due to that the analysis is performed by direct electron transfer
between the enzyme and the substrate. In addition, is not known any biosensor for
detection of penicillin, based on p-lactamase. Currently, is been analyzed the
performance of this biosensor in milk samples contaminated with this antibiotic, in order
to evaluate the potential of applicability of this biosensor.
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