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Resumo

Com a evolugdo humana, os metais pesados foram libertados de uma forma continua e foram-
se acumulando na cadeia humana. Esse problema acresce uma grande preocupacdo com o

meio ambiente que pode afectar as geracdes futuras.

Os biossensores sdo uma crescente aposta, pois séo de facil utilizacdo, baixo custo, alta
sensibilidade e selectividade, assim, podemos desenvolver um método para monitorizar os
metais pesados. A inibicdo das enzimas por metais pesados é uma alternativa fiavel, mas que

apresenta por vezes alguns problemas.

Neste trabalho foram abordadas duas técnicas de imobilizacdo, sendo a ligagdo cruzada o
método que apresenta a melhor estabilidade do eléctrodo. Também foram utilizadas diversas
enzimas, mas nao conseguimos desenvolver um método eficaz, devido a alguns problemas.
Mas segundo a bibliografia, estes métodos sdo verdadeiros, e uma forte alternativa aos

métodos tradicionais.

Foram utilizados varios biossensores com enzimas imobilizadas, como, urease, peroxidase,
polifenol oxidase, todas elas apresentam resposta aos metais pesados utilizados, sendo a
urease aquela que apresenta uma maior resposta. A peroxidase e a polifenol oxidase, foram
enzimas extraidas, sendo que a sua concentragdo nao era constante, foi dificil ter dados

reprodutiveis.

Palavras-chave

Biossensores, metais pesados, mercurio, chumbo, polipirrol, ligagdo cruzada, urease,
peroxidase, polifenol oxidase.
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Abstract

With human evolution, heavy metals are being released on an ongoing basis and are
accumulating in the human chain. This problem adds a great concern for the environment

that may affect future generations.

The biosensors area is a growing investment, due to their easiness to use, low cost, high
sensitivity and selectivity, so we can develop a method for monitoring heavy metals. The
inhibition of enzymes by heavy metals is a reliable alternative, but it still may present some

problems

In this paper, we addressed two immobilization techniques and a cross-linking method that
offers the best stability for the electrode. Several enzymes were also used, but an effective
method was not developed due to some problems. Nevertheless, according to the literature,

all these methods are true, and a strong alternative to traditional ones

A range of biosensors with immobilized enzymes, such as urease, peroxidase, polyphenol
oxidase, have all given positive response in the presence of heavy metals, with urease being
the one that presents a greater response. Peroxidase and polyphenol oxidase enzymes were
extracted, however, due to the inability for determining their concentration, it was difficult

to have reproducible data.

Keywords

Biosensors, heavy metals, mercury, lead, polypyrrol, cross-linking, urease, peroxidase,
polyphenol oxidase.
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1. Objectivo

Este trabalho teve como objectivo o desenvolvimento de um biossensor para determinacdo de
metais pesados, nomeadamente, o controlo de efluentes de lixiviados. Os lixiviados
apresentam um meio muito complexo, e para proceder a sua determinacdo, tem que se

proceder a tratamento e separagdo. Apds essa separacéo pode-se proceder a sua analise.
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2. Introducao

A libertagdo continua de metais pesados para 0 meio ambiente, a partir de inUmeras fontes
resultantes da actividade humana, é uma realidade, esses residuos podem ser provenientes da
industria, das emissfes de gases, dos aterros sanitarios, da queima de combustiveis fosseis,
de escavacdes de minerais, entre outros. Com a evolucdo, houve a necessidade de
desenvolver técnicas analiticas para a determinacao sensivel e selectiva em varios tipos de
amostra. O destino dos ides metalicos para a biosfera, o seu ciclo bioquimico e a sua
conversdo, tornam estes ides como espécies muito tdxicas, o que leva a um grande impacto

ambiental.
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3. Revisao bibliografica

3.1. Metais pesados e o0 meio ambiente

A toxicidade dos metais em ambientes aquosos depende de sua forma fisico-quimica. Por
exemplo, ides de cobre sdo muito toxicos, enquanto o cobre ligado a matéria organica natural
€ menos prejudicial. Os poluentes i6nicos podem estar na forma de ides simples, ides
complexos ou como complexos lipossoliveis (CHsHgCI). As formas idnicas simples e as formas

lipossolUveis sdo aquelas que mais contribuem para a toxicidade. (Rajeshwar & Ibanez, 1997)

3.1.1. Mercdurio

O mercurio é frequentemente utilizado em fabricas de papel como um retardador de molde
para o papel. As espécies comuns aquosas sdo Hg®*, Hg* e forma complexos estaveis com
ligantes organicos. O envenenamento por mercurio aconteceu no Japdo na década de 1950
como resultado do consumo de moluscos que continham mercirio. O mercurio é considerado
ndo essencial para as plantas e animais. A United States Environmental Protection Agency foi
a primeira agéncia a legislar o limite maximo de mercirio na agua potavel de 2 pg dm™. O
método da espectrometria atdbmica sem chama (vaporizagéo a frio) € o método de referéncia.
(Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

O método da ditizona é um método colorimétrico que pode ser usado para determinar 0s
niveis elevados de mercurio (> 2 pg dm™) nas aguas potaveis. (Clescerl, Greenberg, & Eaton,
1999) O método da ditizona remonta a 1948 na analise de zinco, que consiste na reac¢éo dos
metais com a ditizona em cloroféormio, e estes complexos tém cores caracteristicas que

podem ser analisadas por espectroscopia. (Vallee & Gibson, 1948)

3.1.2. Chumbo

O Chumbo é usado em baterias, municdes, solda, tubos, pigmentos, insecticidas e ligas. O
chumbo foi também usado na gasolina por muitos anos como agente antidetonante na forma
de tetra etilo de chumbo. As espécies idnicas mais comuns sdo: complexos aquosos de Pb** e

hidréxido de chumbo ou carbonato de chumbo. O Chumbo contido numa &gua pode vir de
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minas, industrias e de descargas de fundicdo ou da dissolucdo dos tubos e canalizag6es.
(Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

O chumbo n&o é essencial para as plantas e animais. E toxico por ingestdo e é um veneno
cumulativo. (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

O método de espectrometria de absorcdo atdmica tem um limite de detecgédo relativamente
alto e exige um procedimento de extraccao para as baixas concentragdes, mas € o método
padrdo segundo a legislacdo. A absor¢cédo atomica (AA) € o método mais sensivel para baixas
concentracdes e ndo requer a extraccdo. A polarografia também € um método padréo e pode
ser usado para a quantificacdo de chumbo em amostras aquosas. (Clescerl, Greenberg, &
Eaton, 1999)

3.2. Parametros quimicos de qualidade das aguas

As aguas em Portugal sdo regulamentadas pelo ministério do ambiente, o qual regulamenta
tanto os parametros de qualidade das aguas para consumo humano, como 0s restantes tipos
de &guas. Os sistemas de descarga para o meio ambiente também s&o regulamentados, e
assim, ndo se pode proceder a uma descarga se 0s parametros quimicos nao estiverem dentro
dos limites legais.

3.2.1. Aguas de Consumo Humano

Em Portugal, a legislacdo actual define os parametros quimicos da dgua destinada ao consumo
humano através do Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de Agosto, em que os valores limite para os

metais pesados sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Limite de metais pesados em aguas para consumo humano. Adaptado do DL n® 306/2007

Componente Concentracg&o permitida / pg dm™
Arsénio 10
Cadmio 5,0
Cromo 50
Cobre 2000
Chumbo 25
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Mercurio 1,0
Niquel 20
Selénio 10

3.2.2. Descarga de aguas provenientes de Lixiviados

Segundo o Decreto-Lei n°® 152/2002 de 23 de Maio, em cada uma das classes de aterro, 0s
residuos e o0s seus eluatos deverdo respeitar os valores especificados para os varios
parametros, constantes da tabela 2, os quais constituem valores maximos de aceitagdo para
todas as classes de aterros.

Tabela 2 - critérios de aceitacéo - Anélise sobre o eluato Adaptado do DL n° 152/2002

Classes de aterros

Componente
Inertes N&o perigosos Perigosos

Arsénio (mg dm™) 0,1 0,5 1
Cadmio (mg dm™) 0,1 0,2 0,5
Cobre (mg dm™) 2 5 10
Cromo VI (mg dm™) 0,1 0,1 0,5
Cromo total (mg dm™) 0,5 2 5
Mercurio (mg dm™) 0,02 0,05 0,1
Niquel (mg dm>) 0,5 1 2
Chumbo (mg dm) 0,5 1 2
Zinco (mg dm™) 2 5 10
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3.3. Métodos para a determinacdo de metais em meio
aquoso
3.4. Sensores quimicos e biossensores

No campo da quimica analitica, a tendéncia é para simplificar os protocolos de analise de
uma amostra determinada, reduzindo assim os tempos de analise e 0 seu custo.
Tradicionalmente usa-se instrumentacgdo analitica muito sofisticada, tal como espectrometria
de absorcé@o atomica, espectrometria de emissdo atomica, etc, de custo elevado e requerem
especializacdo por parte do operéario. Este tipo de equipamento é incompativel com anélise

em continuo ou provas de campo. (Ristic, 1994)

Os sensores quimicos apresentam-se como uma clara alternativa, pois permitem realizar
andlises em continuo, em detrimento, a sua sensibilidade e fiabilidade é menor em
comparagdo com a instrumentagdo analitica convencional. Dentro deste tipo de sensores,
temos que destacar os biossensores, jJa que sdo aqueles que tém uma maior selectividade, e

portanto, com mais aplica¢es potenciais em quimica analitica. (Ristic, 1994)

3.4.1. Definicéo

Um sensor quimico € um dispositivo capaz de traduzir uma informacdo quimica de uma
amostra num sinal analitico util. Os sensores quimicos constam de dois componentes basicos:
um sistema de reconhecimento ou receptor e um transdutor, que se encontra imobilizado no
primeiro. (Ristic, 1994)

Esta definicéo foi proposta pela I[UPAC (2001):

“Um biossensor electroquimico € um dispositivo auto-contido integrado, que € capaz de
fornecer informacdo analitica especifica quantitativa ou semi-quantitativa utilizando um
elemento de reconhecimento biol6gico (receptor bioquimico), que é mantido em contacto

directo com um elemento de transducéo electroquimico.” (Thévenot, 2001)
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3.4.2. Classificacao

Existem duas formas de classificar os receptores: quanto ao tipo de receptor e quanto ao tipo
de transdutor utilizado. Quanto aos tipos de receptor, estes podem ser fisicos, quimicos ou

bioldgicos.

Os receptores fisicos, séo aqueles que ndo envolvem reac¢Bes quimicas, por exemplo o caso

dos materiais piezoeléctricos, utilizados para detectar mudancas de massa.

Os receptores quimicos, sdo aqueles em que o sinal é obtido a partir de uma reac¢éo quimica,

por exemplo agentes quelantes.

Os receptores bioldgicos, sdo aqueles que o material receptor tem procedéncia bioldgica, por
exemplo enzimas. Neste caso os sensores quimicos sdo denominados biossensores. (Isao &
George, 1987)

Quanto ao tipo de transdutor, estes podem ser: Opticos, Electroquimicos, Piezoeléctricos e

Térmicos.

Os transdutores Opticos, sdo aqueles que transformam uma alteragdo produzida num sinal

optico, produzido pela interac¢do de um analito com um receptor.

Os transdutores electroquimicos, séo aqueles em que o sinal transformado e devido a uma

interaccao electroquimica entre o analito e o eléctrodo.

Os transdutores piezoeléctricos, sdo aqueles que transformam uma alteragdo na massa que se

dé sobre o eléctrodo modificado com materiais com propriedades piezoeléctricas.

Os transdutores térmicos, sdo aqueles capazes de medir a alterac@o de calor na superficie do
eléctrodo. (Eggins, 1996)

3.4.3. Sensores electroquimicos

Os sensores electroquimicos, nos ultimos anos tém tido uma maior atencéo, pois a sua
producao é simples e econdmica comparando com outros tipos de transdutores e possuem um
amplo intervalo de linearidade e tempos de resposta muito curtos, da mesma maneira que 0s
equipamentos necessarios para recolher e processar o sinal, que é o caso de potenciostatos ou
conductimetros, sdo econdémicos, de facil manutencdo, faceis de trabalhar e de reduzido

tamanho, e sdo de uso comum na maioria dos laboratdrios de anélise. (Galan, 1996)
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3.4.4. Construcao de biossensores electroquimicos

Na construcdo de biossensores electroquimicos € necessario ter em conta a forma como é
imobilizado o bioreceptor, e a técnica electroquimica aplicada. (Ramanavicius,

Ramanaviciene, & Malinauskas, 2006)

Tipos de bioreceptores

Receptores bioldgicos

Uma das principais caracteristicas do material bioldgico é a alta selectividade, permitindo
diferenciar em alguns casos, isomeros de uma molécula. Esta particularidade faz destes

componentes de grande interesse na sua aplicagdo como receptores.

Existem diferentes tipos de bioreceptores que se podem imobilizar sobre transdutores

electroquimicos:

Anticorpos

Acidos Nucleicos
Microorganismos
Tecidos Organicos
Enzimas

V VY VY

As enzimas sdo aquelas que mais sdo utilizadas na producé@o de biossensores devido ao seu

baixo custo, disponibilidade no mercado e facil manipulagdo. (Eggins, 2002)

Anticorpos

Os anticorpos junto com o ADN, sdo os agentes bioldgicos mais selectivos que existem, devido
a sua estrutura tridimensional pode ligar-se com uma substéncia (antigénio) de uma maneira
muito especifica. O inconveniente deste tipo de material para aplicagbes na construcéo de
biossensores € que ndo tem capacidade catalitica, o que implica o uso de anticorpos ou
antigénios marcados, com um isétopo radioactivo, enzimas, particulas luminescentes, etc.
(Marco, Gee, & Hammock, 1995)
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Acidos Nucleicos

A alta especificidade dos pares de bases (adenina/timina e citosina/guanina) distribuidas ao
longo da dupla hélice que forma a cadeia de ADN, faz deste material de grande interesse na
construcdo de biossensores. Como em outros biossensores, as cadeias curtas de ADN estdo
imobilizadas na superficie do eléctrodo, a hibrida¢éo desta molécula imobilizada é detectada
pelo transdutor. Como no caso dos anticorpos, este tipo de material ndo tem capacidade

catalitica, por isso, para ser detectado é preciso ser marcado. (Eggins, 2002)

Microorganismos

Os microorganismos tém uma grande importéancia em diferentes processos biotecnoldgicos, na

industria vitivinicola, em processos de sintese de farmacos ou em tratamento de agua.

Muitos biossensores baseados em células foram desenvolvidos para o controle dos ditos

processos.

Os microorganismos podem assimilar compostos organicos e gerar uma alteracdo que €

detectada pelo transdutor. (Eggins, 2002)

Tecidos Orgéanicos

Os tecidos organicos podem ser utilizados como elemento de reconhecimento praticamente
sem preparagdo. Geralmente, tém uma grande variedade de enzimas imobilizadas e por isso
ndo é tao selectivo como outros materiais bioldgicos. Por outro lado, esta no seu meio natural
e € mais dificil a sua degradacéo, o que aumenta o tempo de vida do biossensor. (Baeumner,
2003)

Enzimas

As enzimas sdo proteinas capazes de catalisar uma reac¢do quimica. Reagem de maneira
selectiva com um analito ou familia de analitos, acelerando a reac¢do quimica sem se

consumirem. O mecanismo bésico da catdlise enzimética é o seguinte:
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E + § = E-5 - E + P

(1)

Onde E é a enzima, S o substrato, E-S o complexo enzima substrato e P o produto. A
actividade enzimatica esta regulada pelo pH do meio, a forga id6nica, a temperatura, e em
alguns casos, requer a presenca de um cofactor. As enzimas sdo formadas por uma estrutura
tridimensional composta por péptidos, com uma zona activa que reage com o substrato. Esta

zona activa confere a especificidade a enzima.
Existem diversos tipos de enzimas, classificados segundo o tipo de reacgéo:

> Transferases;
Hidrolases;
Liases;
Isomerases;
Ligases;
Oxiredutases.

V VY VY

As oxiredutases, catalisam reac¢8es redox, ou seja, h4 uma espécie que se reduz e outra que

se oxida, com transferéncia de electrdes. Estas enzimas sdo aquelas que mais se utilizam.

A grande vantagem da utilizacdo das enzimas é a sua alta selectividade, o curto tempo de
resposta em relacdo a outros tipos de bioreceptores e tém como inconveniente a perda de
actividade ao serem imobilizadas bem como um tempo de vida relativamente curto.

(Benedetto, Palmisano, & Zambonin, 1996)

Métodos de imobilizacao

A imobilizac@o do material bioldgico € um processo mediante o qual se deposita o bioreceptor
sobre o transdutor electroquimico, para dar lugar a um conjunto insollvel que retém a sua
actividade. E o processo mais importante na producdo de um biossensor, ja que
caracteristicas como o tempo de vida e a sensibilidade dependem exclusivamente da
metodologia de imobilizagcdo. Como vantagem podemos destacar o aumento da estabilidade
do receptor bioldgico e a possivel reutilizacdo do biossensor, diminuindo o custo do processo.
Como desvantagem podemos destacar a alteracdo da conformacdo do material bioldgico
respectivamente ao seu estado nativo e no caso de utilizagdo de enzimas, perda de actividade
catalitica. (Arroyo, 1998; Hartmeier, 1985)

Podemos dividir os métodos de imobilizagdo em 2 grandes grupos: retengdo fisica e uniéo

quimica. Mas estes grupos subdividem-se: na retencéo fisica podemos ter: aprisionamento e
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microencapsulacdo, na unido quimica podemos ter: adsorcéo na superficie, ligacéo cruzada

(cross-linking) e unido covalente. (Arroyo, 1998)

Aprisionamento

Consiste na retencéo fisica da enzima nas cavidades interiores de uma matriz sélida porosa,
constituida geralmente por mondmeros endurecidos por luz ou polimeros do tipo de
poliacrilamina, colagénio, alginato, carriginato ou resinas de poliuretano. Também se usam

polimeros condutores como polipirrol. (Lomillo, Ruiz, & Pascual, 2005)

Esta técnica tem uma grande facilidade do ponto de vista experimental e ndo requer grande
quantidade de material bioldgico. Como vantagem, podemos destacar que a enzima ndo sofre
nenhuma alteracdo na estrutura, como desvantagem, podemos destacar que se cria uma
grande barreira que dificulta a difusdo do analito até ao centro activo da enzima,
aumentando o tempo de resposta do sensor. O aprisionamento requer um controlo rigoroso
das condig¢des de polimerizacdo ja que pode se alterar os grupos reactivos da proteina, e pode

provocar uma perda da actividade enzimatica. (Eggins, 1996)

O polipirrol pode ser sintetizado por diversas vias, tais como, (i) sintese por oxidantes
quimicos, (ii) sintese por inducéo fotoquimica ou (iii) sintese por deposicdo electroquimica.

(Ramanavicius, Ramanaviciene, & Malinauskas, 2006)

Sintese por oxidantes quimicos é utilizada para polimeriza¢cdes em grande escala, que usam
grandes quantidades de monémero, e utilizam agentes oxidantes (H,0,, Fe®, Cu®).

(Ramanavicius, Ramanaviciene, & Malinauskas, 2006)

Sintese por inducdo fotoquimica consiste na irradiagdo do mondmero com luz com baixo

comprimento de onda. (Ramanavicius, Ramanaviciene, & Malinauskas, 2006)

Sintese por deposicdo electroquimica é utilizada para polimerizacdo sobre superficies
condutoras, de maneira que podemos obter desde filmes a superficies mais espessas,
dependendo do tempo de polimerizagdo e do potencial aplicado. (Ramanavicius,

Ramanaviciene, & Malinauskas, 2006)

Dentro da deposicdo electroquimica podemos ter varios regimes de polimerizagao:

potenciostatico, galvanostatico ou voltametria ciclica.

Potenciostatico - A deposicéo electroquimica é feita a potencial constante, em que se faz a
polimerizagdo aplicando um potencial constante de 800 mV relativamente ao eléctrodo de
prata/cloreto de prata durante um certo periodo de tempo. (Singh, Kathuroju, & Jampana,
2009)
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Galvanostatico - A deposicao electroquimica é feita a corrente constante, em que se faz a
polimerizacéo aplicando uma corrente constante de 10 mA cm™ durante um certo periodo de

tempo. (Stankovic, Stankovic, Ristic, Pavlovic, & Vojnovic, 1997)

Voltametria ciclica - A deposi¢cdo electroquimica é feita a potencial variavel, fazendo varios
ciclos, variando o potencial entre -100 mV e +900 mV a uma velocidade de 10 mV s*
(Martinez, Lomillo, Renedo, & Matos, 2009)

Sao usados também aditivos, que contribuem para a liga¢éo da enzima ao polimero. Na figura
1 é representado a estrutura do polimero e a interaccio do polimero com a enzima, o AMPS* e
0 PEG? s&o aditivos. Os aditivos fazem com que o polimero fique mais reticulado e assim,
favorecer a migracdo do substrato e outros compostos a superficie da enzima e também
promover a ligagdo continua da enzima nesta matriz, fazendo com que a enzima ao longo do

tempo nédo perca a actividade. (Singh, Kathuroju, & Jampana, 2009)

AMPS PEG
+
/o o 0
HN cHsy - Q P
N n
H CH; n
m S04 Na® 0
0
POLYPYRROLE 1
=0

Figura 1 - Apresentacgdo esquematica da imobilizagdo baseada em polipirrol com AMPS/PEG/Enzima (Singh, Kathuroju, &

Jampana, 2009)

O polipirrol é usado como suporte para ligar enzimas, de forma, a que estas fiquem
aprisionadas no interior da matriz. O polipirrol com aditivos favorece a atenuagdo do ruido na
medicgao, pois como a enzima se encontra no interior da matriz, esse ruido ndo é tdo notavel.
Podemos ver na figura 2 diferentes enzimas imobilizadas com polipirrol e agentes dopantes, e
verifica-se que ndo ha um ruido notavel. O polipirrol com aditivos também garante que as
enzimas ndo percam a actividade, pois como se encontram ligadas, nédo se quebra a ligacédo e

ndo se perdem enzimas para o electrolito. (Singh, Kathuroju, & Jampana, 2009)

Y AMPS - 2-Acrylamido-2-methylpropane Sulfonic acid, Sodium salt

% PEG - Poly ethylene glycol
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Figura 2 - Cronoamperograma de diferentes enzimas imobilizadas com polipirrol conjugado com agentes dopantes: (a)
PAMPS/PEG/GOD, (b) PAMPS/PEG/LOD, (c) PAMPS/PEG/GAO, V=800mV, concentracdo de dopante 0,1 wt% (Singh,
Kathuroju, & Jampana, 2009)

O polipirrol também é usado em biossensores cataliticos, que promovem uma o6ptima
resposta, dentro destes podemos destacar: Glicose oxidase, FAD oxidase, NAD" desidrogenase,
PQQ desidrogenase, peroxidases e outras enzimas com multicofactores. E usado em
imunosensores. Também € usado em sensores de DNA. Entre estas aplica¢cdes, podemos
destacar muitas mais, pois podemos imobilizar outras enzimas em que as aplicagdes sejam

outras. (Ramanavicius, Ramanaviciene, & Malinauskas, 2006)

Microencapsulagéo

Nesta técnica, as enzimas estdo rodeadas por membranas semipermeaveis que permitem a
passagem de moléculas de substrato e de produto, mas ndo de enzima. Este método permite
gue o material bioldgico esteja em contacto directo com o transdutor, mantendo, por sua vez
a alta selectividade das enzimas sem que o pH, a temperatura ou a forca idnica afectem a
enzima. (Eggins, 2002)

Adsorgéao

Na adsorc@o a enzima une-se ao suporte sem funcionalizacdo mediante interacc¢des ionicas,
forcas de Van der Walls e pontes de hidrogénio. Podem-se utilizar diferentes substancias com
grande capacidade para absorver material biolégico, como por exemplo, alumina, grafite e
silica gel. Os principais factores que influenciam a adsor¢éo sao:

e pH do meio;

e Forcaibnica;
e Diametro do poro;

13
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e Presenca de ides que actuam como cofactores da enzima.

Este método de preparacdo facil, de baixo custo e que ndo implica mudanca de
especificidade enzimatica, tem como inconveniente que é pouco estavel desde um ponto de

vista mecanico e que a unido com o suporte é débil. (Eggins, 2002)

Ligagcéo cruzada (cross-linking)

Esta técnica tem sido amplamente utilizada para a estabilidade da enzima. (Wongy & Wong,
1992) Este método consiste na utilizagdo de reagentes bifuncionais (dialdeidos,
diiminoesteres, diisocianatos, sais de diazonio, ou diaminas se estdo activadas com
carbodiimida) que originam unides intermoleculares entre moléculas de enzima. Os reagentes
mais utilizados para este processo sdo: glutaraldeido, hexametildisocianato e 1,5-dinitro-2,4-

diflorobenzeno. (Eggins, 1996)

A ligacdo cruzada permite eliminar as perdas de actividade enziméatica devido a efeitos
difuncionais, cruzando o material biolégico com proteinas sem actividade enzimatica e rica

em residuos de lisina como, por exemplo, albumina sérica bovina (BSA). (Arroyo, 1998)

Unido Covalente

A metodologia da unido covalente consiste na activacéo de grupos quimicos de suporte para
que reagem com nucledfilos das proteinas. De entre os 20 aminoacidos diferentes que se
encontram na estrutura da enzima, os mais utilizados para a formacéo de ligac6es covalentes
sdo principalmente a lisina, a cisteina, a tirosina e a histidina, e em menos quantidade o
triptofano, a arginina e os acidos aspartico e glutamico. Os restantes aminoacidos, devido ao
seu caracter hidrofébico, ndo se encontram expostos até ao exterior da superficie proteica e

ndo podem intervir na unido covalente. (Eggins, 2002)

Este tipo de imobilizacéo precisa de um controlo dos pardmetros como o pH e a forca ionica
da solucgéo, assim como dispor de uma superficie do transdutor perfeitamente limpa. A grande
vantagem deste método € que permite conseguir tempos de vida muito longos, entre 4 a 14
meses. (Eggins, 1996)
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3.4.5. Técnicas de medicao electroquimica

Existem 3 tipos de técnicas de medicao electroquimica:

> Potenciometria;
» Conductometria;
» Voltametria.

Potenciometria

As medidas potenciométricas consistem na determinagdo de uma diferenca de potencial a
intensidade nula entre um eléctrodo de trabalho e um de referéncia. A diferenca de potencial
medida entre os eléctrodos relaciona-se com a concentra¢do do analito de acordo com a

equacao de Nernst,

— g0 L BT T A
E=E +n}_hil::u,+}_1ku. xa; |

2
onde “i e a actividade do i&o principal, %/ a actividade do ido interferente, Zi e 4 as
pot
cargas dos ides principal e interferente e ™i.J e o coeficiente de selectividade. (Pravda,
1998)

Os transdutores potenciométricos sdo o grupo de dispositivos electroquimicos mais
desenvolvidos e estudados. Historicamente, a origem dos sensores quimicos remonta a
principios do século XX com o desenvolvimento do eléctrodo de vidro, (Gopel & Zemel, 1991)

um dos sensores potenciométricos mais utilizados.

Conductometria

Este tipo de transdutores baseia-se na medida de altera¢bes de condutividade provocadas
pelo analito, ou seja, na solucdo de medida ou na membrana selectiva. Em alguns casos pode
chegar a medir alteracbes de condutividade do préprio analito. (Janata, 1998) A

condutividade é proporcional a concentracéo de i6es segundo a equacéo:

Onde k é a condutividade especifica (S cm™), C a concentracéo de ides (mol cm™).

15



Universidade da Beira Interior

As medidas de resistividade em corrente continua, sdo as mais comuns para o funcionamento
destes sensores, apesar de que para registar valores de impedancia utiliza-se corrente
alterna. (McNeil, 1995) Estas medidas de impedancia utilizam-se para caracterizar alguns
liquidos e/ou superficies de eléctrodos modificados. (Hofmann, Schroder, Zacheja, & Binder,
1996; Katz & Willner, 2003)

Voltametria

Este tipo de dispositivos baseia-se na aplicagdo de um potencial fixo entre o eléctrodo de
trabalho, geralmente de platina, ouro ou grafite, e o eléctrodo de referéncia. Um terceiro
eléctrodo denominado auxiliar, é necessario na maioria dos casos para completar a célula
electroquimica. (Thévenot, 2001) Também é possivel, realizar anélises baseadas em técnicas

voltamperométricas variando o potencial de trabalho de forma controlada.

E necessario que haja um electrélito de suporte (solugdo condutora) e espécies electroactivas

(espécies oxidaveis ou reduziveis). (Eggins, 1996)

A amperometria é um método voltamétrico que se baseia na medicdo da corrente resultante
da oxidagao ou redugdo electroquimica de espécies electroactivas. Neste método o potencial
€ mantido constante entre o eléctrodo de trabalho e o eléctrodo de referéncia. (Thévenot,
2001) (Dominguez & Arcos, 2006)

Esta técnica esta fundamentada através da lei de Faraday, em que existe uma
proporcionalidade entre a concentragdo da espécie electroactiva e a corrente eléctrica

registada ao oxidar-se ou a reduzir-se sobre a superficie do eléctrodo.

nFADY 30,

I = :

4)

Onde F é a constante de Faraday, A € a area do eléctrodo de trabalho, D € o coeficiente de
difusao, C a concentracao do analito e 6 o tamanho da capa de difusao. (Eggins, 1996) Estes
sdo o0s biossensores electroquimicos mais utilizados devido a sua elevada sensibilidade,

rapidez e baixo custo. (Dominguez & Arcos, 2006)
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Outros métodos para a determinacao de metais
pesados

Espectrometria de absorcdo atomica

A determinacé@o de metais por espectrometria de absor¢do atomica varia conforme o metal e

a sua concentracdo, ou seja, para quantificar os varios metais pode-se usar diferentes

métodos de espectrometria de absor¢éo atdmica como espectrometria de absorcdo atomica

de chama, espectrometria de absor¢éo atomica de vapor frio ou espectrometria de absorcao

atomica electrotérmica. Na tabela 3 estdo representadas as técnicas de espectrometria de

absorcdo atémica, bem como o gas utilizado, se é ou ndo necessario efectuar alguma

extraccdo de forma a concentrar a amostra e quais 0s metais a que a técnica é eficiente.

Tabela 3 - Método de Espectrometria aplicado a analise de cada metal, para concentragbes altas ou baixas, e

gases aplicados em cada método. Adaptado de (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

Método

Gas

Concentracao /
Extraccéo

Metal
!

Aluminio
Antimonio
Arsénio
Bario
Berilio
Bismutio
Cadmio
Calcio

Césio

Espectrometria de absorcao atémica de chama

Ar/ Ar/ Oxido nitroso / Oxido Nitroso /
Acetileno Acetileno Acetileno Acetileno
. Baixa / 8-
Alta/- | [Baixa/aPhCs Alta/ - hidroxiquinolina -
MIBK MIBK

Espectrometria de absor¢ao
atomica de vapor frio

Ar

Espectrometria de absor¢ao
atomica electrotérmica

Argon
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Cromo . . .
Cobalto - - -
Cobre - - -
Ouro .
Iridio .
Ferro . . .
Chumbo - -
Litio .
Magnésio -
Manganes - - -
Mercurio .
Molibdénio . .
Niquel . . .
Osmio .
Paladio .
Platina -
Potéssio .
Rénio .
Rodio .
Ruténio .
Selénio .
Prata . . .
Titanio -
Zinco - -

Espectrometria de absorcao atomica de chama

Em espectrometria de absor¢do atomica de chama, a amostra € aspirada para a chama e
atomizada. Um feixe de luz, de um Unico comprimento de onda, é direccionado através da
chama e é analisado no detector que mede a quantidade de luz absorvida pelo elemento
atomizado na chama. Para alguns metais, a absorcdo atdmica apresenta uma sensibilidade
superior em relagdo a emissdo atémica, porque cada metal tem o seu comprimento de onda
de absorgao caracteristica, é utilizado uma lampada do mesmo elemento, o que torna este
método livre de interferéncias espectrais ou radiagdo. A quantidade de energia no
comprimento de onda caracteristica absorvida na chama é proporcional & concentracdo do
elemento na amostra numa faixa de concentragdo limitada. A maioria dos equipamentos de
espectrometria de absorcdo atémica também esta preparada para operar em modo de
emissdo, e proporcionam uma melhor linearidade em alguns elementos. (Clescerl, Greenberg,

& Eaton, 1999)

18



Universidade da Beira Interior

Nesta técnica, sdo utilizados diferentes gases, de forma a poderem atomizar os metais de
forma diferente, e assim poder detectar outros elementos. (Clescerl, Greenberg, & Eaton,
1999)

Espectrometria de absorcdo atomica de vapor frio

Em espectrometria de absorcdo atémica de vapor frio, a amostra é aspirada e atomizada
apenas com ar. Um feixe de luz de um dnico comprimento de onda é direccionado através da
chama e é analisado no detector que mede a quantidade de luz absorvida pelo elemento

atomizado. (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

Espectrometria de absorcao atomica electrotérmica

A espectrometria de absorcdo atdmica electrotérmica é baseada no mesmo principio de
atomizacdo em chama directa, mas num atomizador aquecido electricamente ou num forno
de grafite, que substitui a cabeca do queimador padrdo. Um volume de amostra é adicionado
dentro do tubo de amostra de grafite. As determinacdes sdo feitas por aguecimento da
amostra em trés ou mais etapas. Primeiro, uma baixa corrente aquece o tubo para secar a
amostra. Segundo, ocorre carbonizagcdo da amostra, este estagio destroi a matéria organica e
outros componentes da matriz volatilizam a uma temperatura intermédia. Terceiro, uma
corrente alta aquece o tubo até a incandescéncia e, numa atmosfera inerte, atomiza o
elemento que esta a ser determinado. Outras etapas sdo adicionadas para ajudar na secagem
e na carbonizacdo, e também para limpar e arrefecer o tubo entre as amostras. Quando a
amostra esta atomizada, € emitida uma radiagdo monocromatica e o elemento a analisar
absorve esta radiacdo. O detector mede a intensidade de radiagdo transmitida. (Clescerl,
Greenberg, & Eaton, 1999)

3.5.2. Espectrometria de emissdo atémica

A espectrometria de emisséo de plasma foi desenvolvida em meados da década de 1960 como
sendo um método rapido, sensivel e conveniente para a determinacdo de metais em amostras
de &gua e agua residual. Os metais dissolvidos sdo determinados em amostras filtradas e

acidificadas. Os metais totais sdo determinados apds uma digestdo. Deve-se ter um especial
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cuidado para eliminar possiveis interferentes, especialmente quando os so6lidos dissolvidos

excedem os 1500 mg/L. (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

Plasma acoplado indutivamente - ICP

A fonte de plasma consiste num fluxo de argon ionizado por um campo de frequéncia de
radio, tipicamente oscilando em 27,1 MHz. Este campo é indutivamente acoplado ao gas
ionizado por uma bobina refrigerada a agua em torno de uma “tocha” de quartzo que suporta
e confina o plasma. A amostra de aerossol é gerada num nebulizador apropriado numa camara
de spray e é transportada para o plasma através de um tubo injector localizado dentro da
tocha. O aerossol da amostra é injectado directamente no ICP, sujeitando os &tomos
constituintes a temperaturas de cerca de 6000-8000°K. Isso resulta na dissociagdo quase
completa das moléculas. A alta temperatura do plasma excita a emissdo atomica de forma
eficiente. A ionizacdo de uma percentagem elevada de atomos produz espectros de emissao
ibnica. O ICP fornece uma “fonte” opticamente fina que ndo estd sujeita a auto-absorc¢éo,

excepto em concentragdes muito elevadas. (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

A excitacao eficiente fornecida pelo ICP resulta em limites de deteccdo baixos para muitos
elementos. Isso permite a determinacdo multielementar de metais. A luz emitida pelo ICP é
focalizada sobre a fenda de entrada de qualguer monocromador ou um policromador. A fenda
de saida é alinhada de forma a isolar uma parte do espectro de emissdo para a medi¢éo da

intensidade através de um tubo fotomultiplicador. (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)

Plasma acoplado indutivamente / espectrometria de
massa (ICP/MS)

Este método € usado para a determinacdo de metais vestigiais e metaldides no ar, terra e
adgua potavel por plasma acoplado indutivamente / espectrometria de massa (ICP/MS).
Também pode ser adequado para aguas residuais, solos, sedimentos, lamas e amostras
bioldgicas ap6s digestdo, seguindo de dilui¢céo e/ou limpeza. O método é mais adequado para
a determinacdo de metais no ambiente ou em agua doce. Matrizes mais complexas podem
exigir algum tipo de limpeza para reduzir os efeitos da matriz para um nivel admissivel.
Existem técnicas de limpeza para reduzir as interferéncias da matriz e/ou concentrar analitos

de interesse. (Clescerl, Greenberg, & Eaton, 1999)
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3.5.3. Método do diatizona

Este método € usado para a determinacdo de mercirio, chumbo e cadmio, e consiste num
método colorimétrico, em que se utiliza o diatizona, que forma um complexo com o metal e
apresenta uma coloracao caracteristica consoante o metal a analisar. (Clesceri, Greenberg, &
Eaton, 1995)

Este método vai absorver a radiagdo monocromética que se faz irradiar sobre a amostra, e
vai-se analisar a percentagem de radiacdo absorvida ou transmitida. Na tabela 4 est&o

apresentados os comprimentos de onda onde o mercuario, o0 chumbo e o caddmio absorvem.

Tabela 4 - Comprimento de onda onde o mercurio, o chumbo e o cadmio absorve através do método do

diatizona. Adaptado de (Clesceri, Greenberg, & Eaton, 1995)

Comprimento de

Metal onda
Mercurio 492 nm
Chumbo 510 nm
Cadmio 518 nm
3.6. Biossensores para a determinacao de metais pesados

Os metais pesados sdo a causa de um dos problemas de polui¢cdo mais graves do nosso tempo.
Determinados i6es metdlicos séo reconhecidos como altamente téxicos, perdendo apenas para
os pesticidas em termos de importancia ambiental, o que torna a sua presenca indesejavel em

aguas ambientais ou solos. (Gongalves, 2008)

Uma vez que ndo sdo biodegradaveis, tais metais podem-se acumular no meio ambiente e
produzir efeitos toxicos em plantas e animais, mesmo em concentra¢cdes muito baixas. Por
isso tornou-se muito importante a deteccdo de vestigios de metais pesados em materiais
bioldgicos, aguas naturais, solo e ar. Na figura 3, estdo expostos exemplos de alguns tipos de

biossensores utilizados na andlise de metais pesados. (Gongalves, 2008)

21



Universidade da Beira Interior

Biosensors
Protein based Whole-cell based
Enzymes Purified Proteins Antibodies Natyral Genetically engineered
(non-enzyme)
Bacillus sp.. Escherichia coli *,
Photobacterium Staphvlococcus aureus *,
phosphoreum Ralstonia metallidurans

Inhibition  Activation  Fusion Proteins Regulatory  Monoclonal

assay assay based proteins antibodies
T
pyruvate- alkaline- pintochelarins, CueR, 2481G5,
oxidase, phosphatase, glutathione-S- MerR 15B4
urease glutamine-  transferase

synthetase

Figura 3 - Biossensores para a analise de metais pesados (Gongalves, 2008)

Ha uma clara necessidade de encontrar tecnologias eficientes e de baixo custo para o
tratamento e detecgdo da presenca de metais pesados que afectam negativamente a salde
humana. Neste tipo de tecnologia podemos destacar os biossensores, que apresentam um
nivel eficiente para a deteccdo e que apresentam um baixo custo comparado com outras

técnicas. (Gongalves, 2008)

Os metais podem interferir na actividade de uma enzima, competindo pelo centro activo,
inibindo-as, mas nem todos os metais tém esta capacidade de inibicdo. Algumas enzimas

apresentam na sua constitui¢cdo alguns metais como zinco ou niquel. (Gongalves, 2008)

A deteccdo com um biossensor com inibicdo enzimatica pode ser realizada de uma maneira
muito sensivel, uma vez que a interacgdo de uma molécula de inibidor livre com uma enzima
pode resultar numa reducdo significativa da actividade enzimatica, assim agindo como um

amplificador. (Gongalves, 2008)

A resposta de um biossensor baseado na inibi¢do enzimatica depende tanto da concentragéo
do analito como do tipo de inibicdo. Uma das caracteristicas mais marcantes dos biossensores
baseados na inibicdo é o seu comportamento néo ideal, ou seja, quase todos séo irreversiveis
e, em alguns casos, a metodologia de producao de eléctrodos € focada no desenvolvimento de
biossensores descartaveis. Mas em alguns casos, 0 biossensor pode ser regenerado, aplicando
ao biossensor um tratamento adequado. A regeneracdo € sempre parcial, embora alguns
autores referem a quase total regeneracdo, dependendo do grau de inibicdo. (Gongalves,
2008)

Na tabela 5, podemos resumir as caracteristicas dos biossensores com Vvdarias enzimas
imobilizadas em diferentes tipos de transdutores para determinacdo de metais pesados,

principalmente ides de mercuario e chumbo.
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Tabela 5 - Biossensores enzimaticos para a detec¢do de metais pesados, nomeadamente mercurio.

o . Matriz de Técnica Limite de .
Inibidor Enzima ) . o Referéncia
imobilizacdo electroquimica  deteccao
H92+
2 0,5 ppm, Guascito M. R.,
Cu™, . ) Platina/poli-o- ) °P (
cd?* Glicose oxidase ) o Amperometria 0,3 ppm, Malitesta, Mazzotta, &
, fenilenodiamina
0,56 ppm Turco, 2008)
outros
Platina/ ) ) ) )
o (Jian-xian, Xiang-min,
- ) ) polianilina/ ) 0,00049 ) )
Hg Glicose oxidase Amperometria Lin, & Guang-ming,
ferroceno/ ppm
2009)
glutaraldeido
Eléctrodo
impresso/ .
i (Dominguez-Renedo,
nanoparticulas .
- . 0,0112 Alonso-Lomillo,
Hg Urease de ouro/ Amperometria )
i ppm Ferreira-Goncalves, &
Glutaraldeido/ .
. . Arcos-Martinez, 2009)
Albumina sérica
Bovina
Iridio/ Oxido de
o ) (Krawczyk,
- Iridio / Poli ) )
Hg Urease Potenciometria 0,1 ppm Moszczynka, &
cloreto de . )
o Trojanowicz, 2000)
vinilo
PVC-NH, /
Hg?* Urease Nanoparticulas  Potenciometria 0,01 ppm (Yang, et al., 2006)
de ouro
Platina / 0,0001
Hg®*, Pb Invertase / Agarose - Voltametria ppm, (Bagal-kestwal, Karve,
2 Glicose oxidase (manose : ciclica 0,006 kakade, & Pillai, 2008)
galactose - 2:1) ppm
- Invertase / . (Bertocchi, et al.,
Hg . . Membrana Amperometria 10 ppb
Glicose Oxidase 1999)
Invertase / ) (Mohammadi, Amine,
- Platina / ) )
Hg Mutarotase / Amperometria 3 ppb Cosnier, & Mousty,

Glicose Oxidase

Glutaraldeido

2005)
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3.6.1. Glicose oxidase

O sensor de glicose oxidase ja foi muito estudado, e ja se conhece muito bem o mecanismo
de acc¢do, assim, podem ser desenvolvidos biossensores com vista a detec¢do de metais
pesados. Pode ser usado uma conjugacdo de duas enzimas neste tipo de biossensores, a
glicose oxidase e a horse radish peroxidase. Esta conjugacao faz com que o sinal obtido tenha
uma maior resolugéo. (Gu, Wang, Tu, & Di, 2010) Na equacdo mostra-se a reac¢éo envolvida

no processo.
B-D-glicose + O, + glicose oxidase = D-glucono-delta 1,5-lactona + H,0, (5)

Apés esta reaccdo, a D-glucono - delta 1,5-lactona é hidrolisada a &cido gluconico. Na

superficie do transdutor ocorre a redu¢éo do perdxido de hidrogénio a agua.

A analise de metais pesados com o biossensor de glicose, baseia-se na inibi¢do da enzima, que
vai perdendo a sua capacidade de resposta, para a mesma concentracéo de glicose, o sinal vai
ser menor, e a concentracdo de metal vai ser proporcional ao decréscimo do sinal. (Guascito
& Malitesta, 2005)

Neste tipo de biossensor, é necessario o uso de um mediador por exemplo o ferrocianuro
(Fe?), que reduz o potencial de oxidacdo electroquimica do peréxido de hidrogénio, de

acordo com o esquema apresentado na figura 4. (Ruiz, 2006)

Ac. glucdnico § @ GOx (ox) § @ 0,
glucosa GOx (red) H,0, HRP (0x) :
g @ 9 Fe?* [
&
H,0 HRP (red) ¥e 2+§

Figura 4 - Mecanismo de oxi-reducado de enzimas e produtos na superficie do transdutor. (Ruiz, 2006)

O uso do mediador faz com que o processo de oxi-reducdo, na superficie do transdutor seja
mais rapido.

24



Universidade da Beira Interior

3.6.2. Urease

O efeito do i&0 Hg* na enzima urease é devido a ligacdo a grupos tiol presentes no centro
activo. Ensaios baseados na inibicdo da urease mostram uma alta selectividade na inibi¢éo por

alguns metais pesados. (Gongalves, 2008)

Apesar da sua alta sensibilidade e selectividade para os metais pesados, ensaios de inibicio
da urease tém sido pouco utilizados para a avaliacdo e identificacdo de toxicidade devido a
problemas com a medicdo de inibicdo da urease de amostras ambientais complexas.
(Gongalves, 2008)

O biossensor baseado na imobilizac@o da urease, tem apresentado alguns problemas por perda
de sensibilidade da inibicdo dos ides metélicos, devido a problemas com o processo de
imobilizagdo, o método deve ser optimizado para maximizar a estabilidade da enzima e a
sensibilidade, assim como a sua afinidade para o substrato e para o inibidor. (Gongalves,
2008)

Existem outros factores que também afectam a actividade, como a espessura da camada de
enzima, a quantidade de enzimas e as condi¢Ges para manter a actividade enzimatica durante

a realizacé@o da imobilizac@o. (Gongalves, 2008)

A enzima urease, esta presente na maioria dos sistemas bioldgicos, desempenhando um papel
muito importante, catalisando a reaccdo de decomposicao da ureia, na equagao esté descrita

a reacgao quimica. (Gongalves, 2008)
NH,CONH, + 3H,0+ urease - 2NH* + HCO®* + OH™  (6)

Este reacgdo provoca uma alteracdo do pH, mas para conseguir manter a enzima em estado

activo, é necessario o uso de um tampéo, de forma a manter o pH do meio. (Gongalves, 2008)

3.6.3. Peroxidase

Este método foi desenvolvido para o mercurio, devido ao efeito inibitério apresentado sobre a
actividade catalitica da horse radish peroxidase imobilizada em quitosano. A oxidacéo de o-
dianisidina, o-fenilenodiamina e de 3,3',5,5'-tetrametil-benzidina (TMB) foi utilizada como
indicador. A tioureia também inibiu a enzima e aumentou o efeito inibitério do mercurio (I1),
e esteve presente em todas as reaccdes dos indicadores. Neste método foi utilizada a enzima
imobilizada em placas de poliestireno e papel cromatografico. As mesmas reacc¢des podem ser
utilizadas para o desenvolvimento de métodos de inibicdo enzimatica para determinacao de
compostos de mercurio. A feniltioureia e a dietilditiocarbamato aumentam o efeito dos

compostos de mercurio. (Shekhovtsova, Muginova, & Bagirova, 1997)
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A reacc¢do que ocorre na superficie do transdutor que € inibida é dada por:

H,0, + HRP(red) - H,0 + HRP(OX) (7)

A enzima quando estd no estado oxidado é conectada a superficie do transdutor, por um
mediador livre ou entdo por difusdo directa, libertando electrbes e voltando ao estado
reduzido. (Zhu, Yang, Zhai, & Tian, 2007)

3.6.4. Polifenol oxidase

O biossensor de polifenol oxidase (PPO) tem sido considerado como um método promissor

para a andlise de fenois devido a sua simplicidade e eficacia. (Tan, Kan, & Li, 2011)

A polifenol oxidase é uma metalo enzima com dois ides de cobre no centro activo. Na
presenca de oxigénio, ha a reacgdo catalitica do catecol, que da origem a o-quinone.
Podemos ver a reac¢cdo na equacdo. (Tan, Kan, & Li, 2011)

OH
+ {'}j ﬂ, 0 (8)
OH 0

A regeneracdo da o-quinona no catecol da-se na superficie do eléctrodo e esta descrito na
equacao. (Tan, Kan, & Li, 2011)

0
+ 2H" + 26 —» UH ©)
0 OH

Na figura 5 podemos ver o processo de oxi-reducdo do catecol, assim, podemos inibir a
polifenol oxidase e obter uma resposta ao metal, visto que esta enzima € uma metalo enzima,
e vamos substituir o cobre do centro activo da enzima. (Akyilmaz, Kozgus, Tirkmen, &
Cetinkaya, 2010)

| Catechol |

2e PPO

[ 1,2-Benzoquinone |

Figura 5 - Mecanismo de oxi-reducdo da polifenol oxidase. (Akyilmaz, Kozgus, Turkmen, & Cetinkaya, 2010)
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4. Parte Experimental

4.1. Reagentes

Para a preparacdo foram utilizados os reagentes que constam na tabela 6, em que se

apresenta o reagente, bem como a férmula, a pureza e a marca.

Tabela 6 - Lista de reagentes utilizados, bem como a sua pureza e marca.

Nome Formula Pureza Marca
Dodecilbenzeno sulfato de s6dio Ci,H,5CeH.SO3Na Sigma-Aldrich
Fosfato de Potassio monobasico H,KPO, >99% Sigma-Aldrich

Fosfato de Potassio dibasico HK,PO, >98% Sigma-Aldrich
Cloreto de Mercurio (Il) P.A. HgCl, 99,5%  Absolve
Cloreto de Chumbo (II) PbCl, >99% Merck
Polietileno glicol 1500 Fluka
Ureia CH4N,O >98% Sigma-Aldrich
Glutaraldeido 25% em H,O 25% Sigma-Aldrich
Albumina sérica Porcina 98% Sigma
Pirrol C4HsN 98% Aldrich
Peroxido de Hidrogénio 30% (100V) H,0, 30% Panreac
Cloreto de Soédio NaCl 99,5% Panreac
Hidroxido de Sodio KOH puro Pronalab
Hidroxido de Sodio NaOH 87,5%  Pronalab
Urease Sigma-Aldrich
Maca Royal Gala Produtor
Batata-doce Continente
Mirtilo Produtor
4.2. Aparelhos e Software

Para a pesagem foram utilizadas duas balancas, a Mettler PM480 DeltaRange®, figura 6,

utilizada para a preparacao de solu¢Ges tampao.
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4 METTLER PMABO DefioRonge

Figura 6 - Balanca analitica de marca Mettler

Para a preparacdo de solugBes padrdo, e para a preparacdo da mistura de imobilizacao,
utilizou-se a balanca Mettler AE 260 DeltaRange®, figura 7.

Figura 7 - Balanca de precisdo marca Mettler
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Para a obtencdo de agua purificada, utilizou-se um sistema de ultrafiltracéo, figura 8, para

utilizacdo na lavagem de material, a qual continha uma conductividade de 3.2 uS/cm.

Figura 8 - Unidade de ultrafiltraccao.

Para a preparacao das solugdes foi utilizada agua ultra pura, em que foi utilizada agua ja
purificada, através do sistema de ultrafiltraccao e foi utilizado um aparelho de marca

Millipore, um sistema Milli Q Plus 185, figura 9, cuja condutividade era de 0,05 uS/cm.
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Figura 9 - Unidade de producgéo de agua milli Q.

Para a medicdo e ajuste do pH, foi utilizado o aparelho de marca Vernier, modelo LabQuest,

com um sensor de pH da mesma marca, figura 10.

Figura 10 - Unidade de medicdo de pH, de marca Vernier.

Para a preparagdo do eléctrodo de trabalho, foi utilizado um combinado de Marca LG, figura
11, este equipamento também foi utilizado para a conservacéo das enzimas bem como dos

reagentes.
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Figura 11 - Frigorifico de Marca LG para conservacéo de reagentes e utilizacdo no método de imobilizagao.

Para a preparagdo de eléctrodos e medidas electroquimicas, foi utilizado um
potenciostato/Galvanostato tipo PJT 35-2 de marca Tacussel, figura 12.

Figura 12 - Potenciostato/Galvanostato utilizado para medi¢des electroquimicas e preparacao de transdutores.

Para a aquisic@o de dados, utilizou-se o LabQuest Mini de marca Vernier, com dois sensores, 0
Amplificador de corrente e o sensor de diferenca de potencial, figura 13.
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Figura 13 - Unidade de registo de sinal proveniente do potenciostato.

Quando o potenciostato avariou, comecou-se a utilizar outro potenciostato, o PGZ 301 da
marca Voltalab®, figura 14.

Figura 14 - Potenciostato / Galvanostato mais avancado.

A andlise de dados foi feita através do software STATGRAPHICS Centurion XV para o desenho
de experiéncias, PROGRESS para as regressdes e DETARCHI para o calculo do limite de
deteccdo (LOD)
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4.3. Métodos

4.3.1. Aprisionamento com polipirrol

Na preparacgdo do eléctrodo de trabalho, foi utilizado 10 mL de solucdo com Dodecilbenzeno
sulfato de sodio (DBSS) e polietileno glicol (PEG) e adicionado Pirrol, e foi feita a deposi¢édo a
um potencial fixo durante determinado tempo, ap6s esta deposicao foi feita outra deposicdo
com a outra solucdo contendo os mesmos reagentes nas mesmas quantidades e adicionada a
enzima. O DBSS é um detergente e tem como funcé@o promover a uniformizagéo do polimero e
0 PEG é um polimero, que vai actuar como co-polimero de forma a aumentar a estabilidade
do polipirrol. Foram testadas véarias concentracdes de DBSS e dois potenciais e diferentes

tempos como apresentado na tabela 7.

Tabela 7 - Preparacdo de um eléctrodo de pirrol, diferentes condicdes e utilizagdo de co-polimeros.

Elgctrodo / Volume DBSS PEG Pirrol Enzima Potencial Tempo

amada
1/1 10 mL 0,19 0,059 50 pL - 600 mV 1h
2/1 10 mL 0,19 0,05¢ 25 L - 600 mV 1 h e 45 minutos
3/1 10 mL 0,19 0,059 25puL - 600 mV 1h
4/1 10 mL 0,19 0,069 25uL - 800 mV 1h
4/2 10 mL 0,19 0,059 25puL 20 L 800 mV 1h
5/1 10 mL 0,01g 0,059 25 L - 800 mV 40 minutos
6/1 10 mL 0,005 g 0,059 25puL - 800 mV 30 minutos
7/1 10 mL 0,001 g 0,059 25 pL - 800 mV 1lh
8/1 10 mL 0,004 g 0,059 25puL - 800 mV 15 minutos
8/2 10 mL 0,004 g 0,05¢ 25puL 100 pL 800 mV 15 minutos
9/1 10 mL 0,004 g 0,059 25puL - 800 mV 15 minutos
9/2 10 mL 0,004 g 0,05¢ 25 L - 800 mV 15 minutos

Peroxidase

Para a extraccdo da peroxidase, foram utilizados um fruto e um tubérculo, a maca da

variedade Royal Gala e a Batata-doce. Para ambos procedeu-se a extracg¢do de 10 g de
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substrato com 10 mL de tampéo fosfato (50 mM pH 5,0) a 4°C e homogeneizou-se num
liquidificador e filtrou-se em tecido de algoddo e centrifugaram-se a 17.000xg durante 20
minutos a 4°C. (VALDERRAMA, MARANGONI, & CLEMENTE, 2001)

O sobrenadante é a fonte da enzima livre, e é utilizado neste método geral em que se utiliza

o polipirrol com determinada quantidade de enzima.

Urease

A urease foi preparada utilizando todo o contetdo do frasco em 10 mL de tampéo fosfato (50
mM pH=7.0), armazenada a -15°C em varias tomas para varias reutilizacbes e foram
imobilizada diferentes quantidades através do método de imobilizagdo em que se utiliza o

polipirrol.

4.3.2. Entrecruzamento com glutaraldeido

O eléctrodo de trabalho é preparado de acordo com a ilustracdo 1, em que se mistura 5 mg
de Albumina Sérica Porcina com 1 mL de Tampéo fosfato pH= 6,3, desta mistura retira-se 6,8
UL e junta-se com 20 puL de Enzima e 3,2 uL de Tampao fosfato pH= 6,3, desta mistura retira-
se 5 uL e junta-se com 5 pL uma mistura de 100 pL de Glutaraldeido e 900 pyL de Tampao
fosfato pH= 6,3. Aplica-se apenas 5 pL da mistura final sobre a superficie do eléctrodo, foi
testado o eléctrodo de grafite e o eléctrodo de carbono vitreo, mas tivemos de optar apenas
pelo eléctrodo de carbono vitreo, pois a potenciais muito elevados, como foram testados com

a urease, o eléctrodo de grafite comecou a danificar-se. (Gongalves, 2008)
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5mg de
Albumina Sérica
Porcina

1 mL de Tampdo

fosfatopH=6,3

100 L de 900 pL de 3,2 uL de
Glutaraldeido Tampdo fosfato 6,8 pL 20 pL de Enzima Tamp3o fosfato
pH=6,3

pH=6,3

5 uL sobre a

superficie do
electrodo

llustracdo 1 - llustragdo das quantidades e formas de mistura dos reagentes utilizados na preparagédo da
imobilizagdo no método do glutaraldeido.
Ficou em repouso no frigorifico durante 1h e 30 minutos, se néo estivesse seco, deixava-se ao

ar até ficar seco.

A extracgdo das enzimas do mirtilo foi feita de uma forma simples e rapida para preservar o
maximo de actividade por parte das enzimas. Foram seleccionadas 3 a 4 bagas e adicionados
5 mL de tampdo fosfato (50 mM pH=7). Homogeneizou-se com a ajuda de um pildo, foi

filtrado a vacuo e utilizado o sumo resultante, que continha a enzima livre.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Aprisionamento com polipirrol

Neste método foram utilizadas varias concentracGes de DBSS, e optou-se por diminuir a sua
concentracao, devido a estar relacionado com a corrente de fundo, ou seja, quanto maior a
guantidade de DBSS maior era a corrente, mas também ao diminuir a concentracéo de DBSS a
estabilidade do polimero diminuia drasticamente, podendo utilizar o mesmo eléctrodo uma

Unica vez.

5.1.1. Peroxidase

Com vista a poupar recursos optou-se por extrair enzimas a partir de produtos de baixo custo
e de uso comum, como a fruta e os tubérculos apresentam a enzima peroxidase, procedeu-se

a sua extracc¢éo e imobilizacéo.

Maca Royal Gala

No inicio comecou-se por fazer voltametria ciclica, para verificar a existéncia da enzima
imobilizada e o potencial a que ocorria a oxi-reducéo do perdxido, no grafico 1, apresenta-se
0 voltamograma que representa o potencial versus intensidade de corrente, neste caso
apresenta-se a intensidade de corrente em mV pois utilizou-se um amplificador que registava

o potencial, que esté relacionada directamente com a intensidade.
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Grafico 1 - Voltametria ciclica de um eléctrodo de platina com uma camada de polipirrol, com adi¢do de 1 mL de
peroxido de hidrogénio a 10 volumes, em 1° electrodo sem enzima e depois electrodo com enzima.

Apés a voltametria ciclica, foi preparado outro eléctrodo, foi realizada uma
cronoamperometria em que foram testados dois potenciais aplicados, 400 mV e 600 mV,
utilizando como eléctrodo de referéncia o eléctrodo de prata/cloreto de prata, foi adicionado
a solugcdo no decorrer do ensaio 1 mL de perdxido de hidrogénio a 10 Volumes, deixando
estabilizar. Ap6s a adicdo do perdxido de hidrogénio foram adicionados 100 pyL de uma
solugdo contendo ides de mercurio de estado de oxidacdo 2+, com uma concentragcdo de
2,65x10“ M. No cronoamperograma em que se utilizou um potencial de 400 mV apenas se
notou o efeito da adicdo. Nos cronoamperogramas em que se utilizou um potencial de 600 mV
havia um decréscimo na corrente, ou seja, havia a inibicdo da corrente provocada pela adicéo

dos ides de mercuario. Podemos ver os cronoamperogramas no gréafico 2.
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Grafico 2 - Cronoamperograma a varios potenciais, com um eléctrodo de platina/polipirrol e adicdo de 1 mL de

peroxido de hidrogénio a 10 Volumes, e inibigcdo com Hg?".

Podemos ver no grafico 3 o cronoamperograma a um potencial de 600 mV e 9 adi¢des de 100

uL de Hg* a 2.65E™M mais em pormenor.
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180
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10
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Grafico 3 - Cronoamperograma com um eléctrodo de platina/polipirrol com peroxidase imobilizada, com adic¢édo

de 1 mL de peréxido de hidrogénio a 10 volumes, e 9 adicdes de 100 uL de mercurio 2.65x10™ M
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Deixdmos de utilizar este método devido a véarios factores, tem uma corrente de fundo
elevada, ou seja, baixa resolugdo, e que este fruto € de producéo prépria, sem aplicacédo de
produtos quimicos, os frutos que foram adquiridos depois ndo apresentavam tanta actividade,

e a resposta era quase nula.

Batata-doce

Devido aos problemas encontrados com os frutos da maca, resolveu optar-se pela batata-
doce, que também contém a enzima peroxidase. Fizeram-se alguns cronoamperogramas a um
potencial de 600 mV e foi adicionado 1 mL de peroxido de hidrogénio a 10 Volumes, ap0s essa
adicdo, deixou-se estabilizar e fizeram-se varias adi¢gdes de 100 uL de merclrio a 2.65x10™ M,
mas a resposta era quase nula, devido a méa resolucéo. Podemos ver 0s cronoamperogramas

no gréfico 4.
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Grafico 4 - Cronoamperograma com um eléctrodo de platina/polipirrol com peroxidase imobilizada, com adig¢ao

de 1 mL de peréxido de hidrogénio a 10 volumes, e adicdes de 100 pL de mercurio 2.65x10™* M

Como podia ocorrer a oxidagdo da enzima a 600 mV, testamos um potencial mais baixo, 0 mV,
em que ndo ocorre uma oxidacdo, mas sim uma reducdo do perdxido, podemos ver o

cronoamperograma no grafico 5.
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Grafico 5 - Cronoamperograma com um eléctrodo de platina/polipirrol com peroxidase imobilizada, com adig¢ao

de 1 mL de peréxido de hidrogénio a 10 volumes, e adicdes de 100 pL de mercirio 2.65x10™* M

5.1.2. Urease

Devido aos problemas encontrados,

decidiu-se utilizar uma enzima comercial, cuja

concentracdo de enzima é sempre a mesma, e assim, procedeu-se a testes a urease, cujo

mecanismo ja é muito conhecido, e assim procedeu-se a varios testes cujo objectivo era

encontrar o melhor potencial para realizar 0s cronoamperogramas,

podemos ver o0s

cronoamperogramas no grafico 6.
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Grafico 6 - Cronoamperograma com um eléctrodo de platina/polipirrol, com a enzima urease imobilizada, e

adicao de ureia.
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No gréfico 7, podemos ver numa escala ampliada, em vemos as adi¢cdes de ureia, e s6 a
potenciais mais elevados é que ha resposta da ureia. Mas a 1.4 V a resposta é de uma
reducdo, que é provocada pela hidrélise da 4gua a este potencial, e assim ndo se pode utilizar

potenciais tao elevados.

testes urease
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= =500 mV 1
S
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e e 650 MV
= e 800 MV
15 1.4mV
10
4 14 24 34 44 54 64
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Grafico 7 - Cronoamperograma com um eléctrodo de platina/polipirrol, com a enzima urease imobilizada, e

adicao de ureia. (escala ampliada)

Fizeram-se dois cronoamperogramas a 900 mV, e fez-se a adicdo de ureia, em que houve
resposta a ureia, mas nao houve resposta a adicdo de 100 pL de mercirio com uma

concentracéo de 2.65x10™M, como se pode ver no grafico 8.
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Grafico 8 - Cronoamperograma com um eléctrodo de platina/polipirrol, com a enzima urease imobilizada, adigao
de ureia e 100 pL adigéo de Hg*" a 2.65x10™“M

Como nao houve resposta do metal, resolvemos mudar de método de imobilizacdo. Para um
método em que nao fosse preciso submeter a enzima a uma oxidacdo durante a imobilizacéo,

em que se procedeu a polimerizacéo do polipirrol.

5.2. Entrecruzamento com glutaraldeido

5.2.1. Urease

Foi feito um desenho experimental de forma a encontrar as melhores condicdes
experimentais. As variaveis analisadas foram o potencial e o pH, variando o potencial entre 0
V elVeopHentre 4 e 8, obtivemos como resposta a intensidade de corrente quando
adicionada a mesma quantidade de ureia. Podemos ver os intervalos analisados bem como a

resposta obtida na tabela 8.

42



Universidade da Beira Interior

Tabela 8 - Valores do desenho experimental, em que foi testado o potencial e o pH, para um eléctrodo de

carbono vitreo com urease imobilizada através do método do glutaraldeido.

Potencial pH Intensidade

) (mV)
0 6 -26.7
0 6 27
-1 4 0
_1 8 O

1 8 130
0 8 -32.9
0 6 -22
0 4 -35.3
1 4 200

Pela analise dos resultados obtidos, podemos concluir que quanto maior a intensidade, maior
€ a resposta. Podemos observar através do grafico 9 essa variagdo, quanto ao pH, este nao
afecta muito a intensidade de corrente.
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Grafico 9 - Variagdo da resposta do desenho experimental ao Potencial e ao pH separadamente.

Para podermos ter uma nocdo melhor do que esperar para potenciais mais elevados, fizemos
outro desenho experimental, de forma a analisar apenas potenciais positivos entre 0,7 Ve 1,5
V e um pH perto da neutralidade. Podemos ver na tabela 9 os valores analisados e a resposta
obtida.
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Tabela 9 - Valores do desenho experimental, em que foi testado potenciais mais elevados e o pH mais préximo
da neutralidade, para um eléctrodo de carbono vitreo com urease imobilizada através do método do

glutaraldeido.

Potencial Intensidade
pH
(V) (mv)
1.5 6.5 113
1.5 7.5 269
1.1 7.7 23
0.5 7.0 -8.4
1.1 7.0 15.2
1.1 6.3 44
1.1 7.0 14
0.7 7.5 -12.5
1.7 7.0 467
0.7 6.5 -6.3

Pela andlise dos resultados obtidos, podemos concluir que quanto maior a intensidade, maior

€ a resposta. Podemos observar através do grafico 10 essa variacéo.
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Grafico 10 - Variacéo da resposta do desenho experimental ao Potencial e ao pH separadamente.

Apbs estes resultados, optou-se por fixar um potencial de 1,1V devido a que a potenciais mais
elevados comeca a ocorrer hidrélise da agua e o pH utilizado foi de 7. Utilizando as condi¢Ges
fixadas, procedeu-se a uma cronoamperometria em que foram adicionados 100 uL de H,0O e
ap6s uns minutos, comecaram-se a fazer adiges de 100 uL de Hg®* com uma concentracdo de
2.65x10™ M.
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Grafico 11 - Cronoamperograma com um eléctrodo de carbono vitreo com urease imobilizada com glutaraldeido

e testado um potencial de 1.1V e um pH de 7, a solu¢édo tampdao ja continha uma concentragéo de ureia de 1M.
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Grafico 12 - Cronoamperograma com um eléctrodo de carbono vitreo com urease imobilizada com glutaraldeido

e testado um potencial de 1.1V e um pH de 7, a solucdo tampao ja continha uma concentragdo de ureia de 1M

(escala ampliada).
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Apds a analise dos graficos 11 e 12, podemos concluir que hd uma resposta por parte do
metal, mas ndo pudemos continuar o estudo devido a perda total da actividade por parte da
enzima, e devido a problemas orcamentais, ndo pudemos obter um novo lote de enzima
purificada.

5.2.2. Polifenol oxidase

Para verificar o potencial de oxi-reducdo do catecol, imobilizou-se um extracto de mirtilo na
superficie do eléctrodo de carbono vitreo e fez-se voltametria ciclica em que se fez o branco,
adicionou-se catecol e tentou-se fazer a sua inibicdo, mas o que se passou na superficie do
eléctrodo ndo foi uma inibicdo mas sim a polimerizacdo do catecol. Se se efectua-se uma
voltametria ciclica sem adicdo de mercuario, na presenca de apenas catecol, ia ocorrer a
mesma coisa, ia haver uma diminuigcdo da corrente. Podemos verificar isso através do gréafico
13.
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Grafico 13 - Voltametria ciclica com um eléctrodo de carbono vitreo com polifenol oxidase imobilizada

proveniente de um extracto de mirtilo.

No grafico 14 podemos ver que quanto maior a quantidade de catecol maior € a resposta.
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Grafico 14 - Voltametria ciclica com um eléctrodo de carbono vitreo com polifenol oxidase imobilizada

proveniente de um extracto de mirtilo, varias concentra¢cdes de catecol.

No gréafico 15 podemos ver um cronoamperograma efectuado a um potencial de 100 mV e a
um pH de 7, e quando ocorre a adigdo de 200 pL de catecol a 0.1M ha uma diminuicéo da

corrente. Foi repetido este ensaio varias vezes, mas ndo era reprodutivel.
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Grafico 15 - Cronoamperograma com um eléctrodo de carbono vitreo com polifenol oxidase imobilizada

proveniente de um extracto de mirtilo, com adi¢do de catecol.
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5.2.3. Peroxidase

Foi testada também a enzima peroxidase, presente em muitas plantas, e através deste

método conseguimos imobilizar esta enzima mantendo assim a sua actividade.

O fruto que foi utilizado na extraccéo da enzima foi o mirtilo, que é uma baga que contem
uma grande quantidade da enzima peroxidase e da enzima polifenol oxidase, normalmente

estas duas enzimas encontram-se sempre nos mesmos frutos.

Para verificar a oxi-reducdo do perdxido fez-se uma voltametria ciclica e verificou-se que
entre os -100 mV e os 50 mV ndo h& oxidacdo nem reducgdo, o que leva a optar por um
potencial intermédio, garantindo que ndo ha oxi-reducdo do perédxido de hidrogénio nem do

catecol, podemos verificar isso através do grafico 16.
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Grafico 16 - Voltametria ciclica com um eléctrodo de carbono vitreo com peroxidase e polifenol oxidase
imobilizada proveniente de um extracto de mirtilo.

Apés a voltametria ciclica, optou-se por fazer uma cronoamperometria a 0 mV, de forma a
garantir que ndo ocorria degradacdo da enzima na superficie do eléctrodo, durante a
cronoamperometria foi adicionado perédxido de hidrogénio, e testou-se a sua inibicdo, e essa
resposta pode ser observada através do grafico 17. A inibicdo foi feita adicionando chumbo, e
conseguimos obter uma inibicao.
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Grafico 17 - Cronoamperometria com um eléctrodo de carbono vitreo com peroxidase e polifenol oxidase

imobilizada proveniente de um extracto de mirtilo, adi¢cdo de peroxido de hidrogénio, agua e chumbo.

Depois de varias tentativas, o sinal ndo era reprodutivel, e quando adiciondvamos o peroxido
de hidrogénio, o sinal comecava a decrescer e nunca mais parava, para ndo danificar o
eléctrodo, tinhamos que parar o teste. Ndo conseguimos encontrar o problema e por falta de

tempo ndo conseguimos continuar o projecto.
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6. Conclusao

A partir deste trabalho podemos concluir que existem diferentes formas de detectar e

guantificar metais pesados.

Os biossensores sdo uma alternativa simples e de baixo custo, e futuramente vao-se

desenvolver formas de produzir ainda com custos mais reduzidos e de facil utilizacéo.

Os biossensores enzimaticos sdo aqueles que sé&o mais faceis de utilizar, apesar de ter alguns
cuidados para ndo perderem a actividade. O método de imobilizacdo € um factor muito
importante na construcdo do biossensor, no caso estudado, a ligacdo cruzada € o que

apresenta melhores resultados.
Dos biossensores utilizados, a urease foi aquela que apresentou melhores resultados.

Apesar de ndo ser reprodutivel, a polifenol oxidase e a peroxidase extraidas apresentaram

bons resultados.

Como trabalho futuro, sugeria a utilizacdo de polifenol oxidase ou peroxidase purificadas, e
comparar com a urease, utilizando como método de imobilizacdo a ligagcdo cruzada. Também
se podia modificar a superficie do eléctrodo com nanotubos de carbono ou nanoparticulas,
gue aumentam a superficie do eléctrodo, e assim promovem uma melhor transferéncia de

electrdes.
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