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A mastite bovina consiste na inflamacdo da glandodenaria devido a uma
injaria que pode ter diversas origens. A inflamagiale ser causada por agentes
infecciosos, agentes fisicos, ou irritantes quimicAs alteracbes no leite, como
floculacdo e formacdo de coagulos sdo mais fregeer® agro-negocio do leite
representa papel importante na economia do pargsvi@icrorganismos podem causar
mastite bovina, entre eles &reptococcus agalactiae A metodologia padréo de
deteccdo desse microrganismo dura cerca de 36. I$oragalactiagoroduz um enzima
chamada hipuricase, que quando reage com seuaoltipurato de sodio) observa-se
a producdo de acido benzodico e glicina. O acidozdien é inibidor da enzima

tirosinase. O sistema de transducéo utilizado remst@lho foi o eletrodo de oxigénio.



Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvo&liminarmente um sistema para
deteccdo de microrganismo diretamente do leitenAnga utilizada neste trabalho foi
extraida do cogumelagaricus bisporusA presenca de atividade enzimatica da tirosina
no leite foi evidenciada, sendo o melhor tempo silglizacdo do eletrodo de 3
minutos, apos 5 minutos de saturacdo de oxigémielkor concentragdo de L-tirosina
foi de 144,95g/L e melhor concentracdo enziméatitadé 400U. Nestas condigbes, a
concentracdo minima detectada no sistema foi &122)/L, pelo processo de inibi¢cdo

competitiva.



Abstract of a Dissertation presented to Curso de-®@duacdo em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos - EQ/UFRJ asapéutfillment of the requirements

for the degree of Master of Science.

PRELIMINARY STUDY OF METHOD FOR DETECTION OF
S. agalactiae IN SAMPLES OF CONTAMINATED MILK FOR

FUTURE APPLICATION IN A BIOSENSOR

Ana Caroline Nunes Botelho
Marcgo, 2010

Supervisors: Prof. Andréa Medeiros Salgado, D.Sc.

Prof. Sergio Eduardo Longo Fracalanzza, D.Sc

Bovine Mastitis is the inflammation of the cow’sebst due to an injury that
may have several origins. The inflammation can laeised by infectious agents,
physical or chemical irritants. The changes in msich as flocculation and formation
of clots are more frequent. Agri-business of mégnesents important role in the
economy. Several microorganisms can cause bovine stittma including
the Steptococcus agalactia€he standard methodology for detection of micgaorsm
takes about 36 hours. TI® agalactiagoroduces an enzyme called hipuricase, which
when reacted with its substrate (hippurate sodieinserved the production benzoic acid
and glycine. The acid is an inhibitor the enzymm@g$inase. The transduction system is
used this work was the oxygen electrode. Therefibctive was to develop
preliminary a system for detecting the organisneatly milk. The enzyme used in this
study was extracted fromgaricus bisporusThe presence of activity enzyme tyrosine

in milk was observed, and the best time to stabilie lead 3 minutes, after 5 minutes
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of oxygen saturation and better concentration ofyrbsine was 144,95g/L and
more enzyme concentration was 400U. The minimumceatnation detected in the

system was 12,212 g/L, on the process of compeditilzibition.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1. Consideracdes Gerais

A indastria de alimentos € uma associacdo compéxanpla em diversas
atividades. Seu principal objetivo é contribuir gpa seguranca alimentar (conceito
amplo que envolve qualidade e disponibilidade) praalucdo de alimentos saudaveis,
saborosos, in6cuos e disponiveis. Os componentesaideatividades incluem o
aprimoramento e desenvolvimento de variedades ideaane, sobretudo, de plantas, e
maior eficiéncia na agricultura ecologicamente entséivel e altamente produtiva, o
processamento dessas matérias-primas para pradimzéntos estaveis, a distribuicdo
dos alimentos até o consumidor final com todasaarngias de um produto seguro,

nutritivo e saboroso. Por isso o controle de qadkidna indUstria de alimentos é muito

importante (PESSANHA, 2001).

Desde a Antiguidade, o leite tem sido utilizado ooalimento pelo homem.
Atualmente, seu consumo apresenta uma taxa denseggo constante, principalmente
de produtos derivados como iogurte e queijos. Dararséculo XIX, o leite fresco era
um alimento somente fornecido para as criangass Aponstatacdo de seus beneficios,
houve a difusdo do produto para consumo de adit®snais importantes avancos na
utilizacdo do leite ocorreram na metade do séc{acdm a descoberta da importancia
das vitaminas. O leite € uma mistura de proteicer®oidratos, gorduras, sais minerais
e agua. Trata-se de um alimento altamente pereeigeé depende de altos custos para
sua conservacao apos ser produzido (BRéT@, 2001).

O Brasil € o sexto maior produtor de leite do muadesce a uma taxa anual
de 4%, superior a de todos 0s paises que ocuparinosiros lugares. Respondemos

por 66% do volume total de leite produzido nosg¢mtgue compdem o Mercosul. Pode-
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se avaliar a importancia relativa do produto lacte@ontexto do agro-negoécio nacional
pelo faturamento de alguns produtos da induUstrésileira de alimentos na ultima
década, registrando 248% de aumento contra 78%d®ds bs segmentos. Em 2002, o
Valor Bruto da Producdo Agropecuaria foi de 91 d®ih de reais. Destes,
aproximadamente 38 bilh6es de reais sdo de progetmsarios, tendo o leite posi¢éo
de destaque, com o valor de 6,7 bilhdes de reai4,78 do Valor Bruto da Producao
Pecuéria, superado apenas pelo Valor da Produgéarde bovina. O leite esta entre os
seis primeiros produtos mais importantes da agrt@pexbrasileira, ficando a frente de
produtos tradicionais como café beneficiado e arzagro-negocio do leite e seus
derivados desempenham um papel relevante no sugande alimentos e na geragao
de emprego e renda para a populacdo. Para cadaaemlmento na producdo no
sistema agroindustrial do leite, hd um crescimetcaproximadamente, cinco reais no
aumento do Produto Interno Bruto (PIB) o que coloagro-negdcio do leite a frente
de setores importantes como o da siderurgia eindistria téxtil (EMBRAPA, 2003;
LEE et al, 2008).

A mastite bovina consiste na inflamacédo da glandeenéria devido a uma
injuria que pode ter diversas origens. A inflamagiale ser causada por agentes
infecciosos, agentes fisicos (trauma), ou agentéwicos (EBERHARTet al, 1987;
KEEFEet al, 1997). Em propriedades de exploracao leiteirande parte dos quadros
de mastite esta associada aos microrganismos aisiguadem os tetos, se multiplicam
e produzem toxinas que sdo grandes responsaveisdaglo tecidual. A espécie
Streptococcugagalactiae(sorogrupo B) € também reconhecida pela sua agsaccom
quadros infecciosos em animais, destacando-se atenlasvina (EBERHARTet al,
1987; KEEFE, 1997). A apresentacéo dos quadrosad#itenvaria amplamente quanto

a gravidade, dependendo, em parte, do tipo de rgamesmo infectante. A mastite
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subclinica consiste em infeccdo do Ubere sem affegavisiveis tanto do érgado quanto
do leite. A presenca de microrganismos pode seiodsirada através de cultura e as
mudancas na qualidade do leite, devido ao quadieniatério, podem ser detectadas
por testes especificos. Em varias propriedades xgdoracdo leiteira, o tipo de
apresentacdo clinica € aquela com maior prevalénaaprincipal responsavel por
grande parte da reducdo na producdo de leite. Gzsteo forma de mastite ndo é
evidente na maioria dos casos, a extensdo da &dfegeralmente € desconhecida. As
alteracdes no leite, como floculacdo e formacdaafgulos sdo mais frequentes. O
aumento da temperatura do Ubere, intumescimentensibilidade do mesmo estao
ausentes ou sdo suaves. Em relagcdo a mastiteacksia consiste na observacao visivel
da anormalidade do Ubere e/ou secrecdo. Ha uno irgpentino de intumescimento,
aumento da temperatura, enrijecimento e sensitididaos tetos afetados. O leite
apresenta uma aparéncia anormal e o rendimentiugide bruscamente (EBERHART
et al, 1987; KEEFE, 1997).

O controle de qualidade do leite pode ser podeesdizado sob dois aspectos
principalmente: controle da qualidade microbiolége controle da qualidade quimica
(relacionada com a composi¢do). Em ambos os caswa, se fazer as analises é
necessario alto investimento e tempo.

O método padréo para o diagnostico da colonizagéS8.mgalactiaeonsiste da
cultura do material clinico (leite) em meio seletiyue inibe o crescimento de outros
microrganismos o0 que requer cerca de 36 horas (BAKED77). Estes entraves
funcionam como incentivo para o desenvolvimentmaleas tecnologias, que otimizem
as analises e as tornem economicamente viaveididdsensores surgem como uma

promissora alternativa para esses entraves @t 2008).

18



Biossensores séo dispositivos que utilizam es@ataomo enzimas, anticorpos,
DNA, entre outros, cuja funcdo € determinar, dentoiseletiva, as concentragfes de
diversas substancias. Seu potencial de aplicagimpto, de modo que nos ultimos
anos pesquisas vém sendo desenvolvidas em varigEs g mundo no sentido de
aperfeicoar esta tecnologia. Um biossensor podedsgmido como um sensor que
combina a atividade seletiva de um elemento biotbgensivel ao analito de interesse,
ligado a um transdutor que converte o sinal bigkd@m um sinal elétrico proporcional
a concentracdo do analito. Ele deve possuir algwaescteristicas desejaveis como,
por exemplo: seletividade, faixa de sensibilidadegaada, acuracia e precisao, tempo
de vida util maior possivel, freqiéncia de amostmagtambém maior possivel,

reprodutibilidade, baixo custo e pequeno tamanl@SBATO, 2000).

O funcionamento de um biossensor, de uma formal,gemvolve a
especificidade e alta sensibilidade do componeim#dico com o substrato de
interesse. Em seguida, como produto desta interagfie a molécula bioldgica e o
substrato, variacdes de um ou mais parametro-igsiomicos sdo gerados e estes
produzem ions, elétrons, calor, luz, variacdo dssaaluorescéncia ou gases, que sao
convertidos em um sinal elétrico quantificavel egassavel pelo uso de um transdutor
adequado (DANIELSSONMet al, 1981). Os biossensores, além de se apresentarem
como instrumentos promissores para o monitoramdatmualidade dos alimentos,
possuem um mercado potencial amplo de aplicacdwincdo as areas de diagnostico

clinico, militar, controle de processos, ambiental.

Os problemas de estabilidade e a falta de credioié dos biossensores para
aplicacdo em algumas é&reas sdo ainda grandesadegaéi contribuem para a escassez
destes instrumentos no mercado. No entanto, esfdégo sido realizados buscando

melhorar a confianga de modo a obter um sensor @eaesempenho desejado em
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termos de sensibilidade, alcance dinamico e repimbidade (KISSINGERet al,

2005).

Os biossensores baseados na deteccdo da inibicdttvidade do componente
biologico tém sido uma saida para sistemas comgleleo deteccdo de analitos de

interesse (SALGADO, 2001).

No desenvolvimento de um biossensor uma das etgpaiminares
fundamentais consiste na selecdo do componentéghio| de modo que este seja
especifico para a determinacdo e a partir do poodue este gere a escolha do

transdutor adequado, dentro da faixa de medidaerezu

No desenvolvimento desta dissertagdo buscou-serndete, de forma
preliminar, qual o componente biolégico e 0 métddaransducdo a serem testados e
usados para determinacgao Sleeptococcusgalactiaepresente em amostras de leite,
visando futuramente o desenvolvimento de um bicsseque podera ser usado para
esta finalidade. O componente bioldgico utilizadod enzima polifenol oxidase, mais
especificamente a tirosinase. Esta enzima vém seastlante pesquisada nos ultimos
anos (DANTONIet al, 1998; NISTORet al, 1999; ROSATTO, 2000; TOPC¢t al,
2004; VIEIRA et al, 2004; CARRALEROet al, 2006; TEMBE et al, 2007,
KOCHANA et al, 2008a; KOCHANAet al, 2008b; ZEJLlet al, 2008). A tirosinase
possui ampla distribuicdo na natureza, estandoept®sem varios seres Vvivos
(SANCHEZ-FERRERet al,1995). Esta enzima € capaz de catalisar a oxddead
compostos aromaticos utilizando apenas o oxigératecular como agente oxidante,
gerando um produto que possui uma coloracédo escasaquinonas (CESTAR al,

2002; FATIBELLO - FILHO & VIEIRA, 2002; MARIN - ZAMORA et al, 2006).
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Amostras de leite contend® agalactiagpossuenem sua composi¢cédo a enzima
hipuricase, produzida por estes, e que na presingan substrato (hipurato de sédio)
geram acido benzéico que atua como inibidor dadatile da tirosinase. Quanto menor
a atividade enzimatica da tirosinase menor o consignoxigénio, ja que estas enzimas
usam oxigénio molecular como agente oxidante. Diestaa, a deteccdo do oxigénio
presente nas amostras, usando como sistema ddutcansum eletrodo de,Opermite
correlacionar a atividade da tirosinase a presemngauséncia de acido benzdico, e
consequentemente a presenca ou auséncia da eniporadse, produzida poB.
agalactiaepresente em amostras de leite contaminadas poiten&sirtanto, 0 método

permite detectar mais rapidamente a qualidadeich@@alo sob este aspecto.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral dedeevpreliminarmente um
sistema analitico para deteccdo de um subprodutabdiEo do Streptococcus
agalactiae a fim de detecta-lo em amostras de leite visandmamitoramento da

gualidade do mesmo.

2.2. Objetivos Especificos

As etapas descritas abaixo foram desenvolvidas @amuito de se alcancar o

objetivo geral desse trabalho, a saber:

2.2.1. Extracdo da tirosinase dos corpos de ftatho de\garicus bisporus

2.2.2. Medida da atividade enzimatica presentecidd fungico;

2.2.3.Selecdo da melhor diluicdo da amostra de leiteneal&zacéo dos testes;

2.2.4. Selecédo do melhor tempo de estabilizacdedmdo e da concentragao inicial de

oxigénio dissolvido;

2.2.5. Determinacdo da melhor concentracdo enzienéttrosinase) no leite;

2.2.6. Determinacdo da melhor concentracdo deokitia (substrato) para realizacdo

dos testes;

2.2.7. Determinacdo do intervalo de concentracdo qgra se observa inibicao

enzimatica pelo acido benzéico;

22



CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Leite

O leite contém aproximadamente 87% de agua, € uisiaren homogénea de
diferentes substancias, umas em emulséo, coma@srgs e outras dissolvidas como a
lactose, as vitaminas hidrossoluveis, proteinas, ®tre outras. A gordura é seu
componente mais variavel, pois ha grande diferexgdorme a racas e também as
diversas estacOes do ano. Sua composicado quimmdbena é variavel segundo a raga do
gado, época do ano e o tipo de alimentacdo. Swastficada composicdo, em que
entram proteinas, gorduras e glicideos o tornam alimento recomendado para
consumo da populacdo. Existem inumeros estudosaasial a influéncia do leite na
evolucdo de doencas, como cancer e arterioscleedds da sua contribuicdo na

diminuicao do colesterol (SILVAt al, 1997).

O Brasil € o sexto maior produtor de leite do nyrskndo superado somente
para os Estados Unidos, india, China, Russia e &M@ Sob o aspecto de consumo, o
Brasil apresenta o segundo maior mercado consurdalprodutos lacteos na América
Latina, perdendo apenas para a Argentina e quiatcanking mundial (EMPRAPA,

2008).

3.2. Agente etiol6gicoStreptococcus agalactiae

Os microrganismos pertencentes a espésirptococcus agalactiaeséo
parasitas obrigatérios de membranas mucosas, bdigtds em sitios como o trato
gastrointestinal e genito-urinario de seres humanade varios animais (HARDIE &
WHILEY, 1997). Apesar da possibilidade de estabelento de uma relagdo comensal

com o hospedeiro, estes microrganismos podem causairos infecciosos quando
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introduzidos em sitios normalmente estéreis emdummos previamente sadios ou em
pacientes com algum tipo de condicao debilitante.

Assim como nos outros membros do género, a paeddiaicdeS. agalactiaed
constituida por peptideoglicana, varios carboidratécido teicéico e proteinas
(KILIAN, 1998). Estes compostos assumem um arraajoelhante a uma estrutura em
camadas ndo bem delimitadas, onde a peptideoglicanstituiria a camada mais
interna e significativa. AcuUcares aminados, glictisa e &acido muramico estdo
presentes na composicdo da peptideoglicana, assino @cucares redutores como
glicose, galactose e ramnose. Em relacdo a condimoaittigénica de substancia grupo-
especifica da parede celular, as amostras da esféciagalactiae apresentam
constituintes especificos que correspondem a unsspohrideo com uma estrutura
principal composta por ramnose, glicose e fosfat@adeias laterais trissacaridicas
compostas por ramnose, galactodé-acetilglucosamina ligados na posi¢céo 4 de uma
ramnose presente na estrutura principal do pohs&in (PRITCHARD, GRAY &
DILLON, 1984). Este composto constitui o antigen® grupo B, do sistema de
classificacdo de Lancefield, e pode ser extraidavé$ do tratamento de culturas com
acido cloridrico a quente (LANCEFIELD, 1933). A éetdo do antigeno do grupo B
em amostras da espéck® agalactiag através da reacdo com anti-soro especifico,
permite a diferenciacdo de microrganismos destécesplos outros membros do género

Streptococcus.

Algumas outras estruturas da parede celular, ola associadas, de natureza
polissacaridica e/ou protéica, e a presenca delleapslissacaridica com composicao
variavel servem como base para a tipagem sorol¢gRIACEFIELD, 1934) e também
apresentam um papel significativo em estudos epalégicos e de patogenicidade da

espécies. agalactiadWESSELSet al, 1989; KILIAN, 1998).
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O Streptococcus agalactiaproduz uma enzima chamada de hipuricase que
guando reage com seu substrato, o hipurato de,dodina acido benzéico e glicina.
Esse teste € muito importante nos laboratoriob@tee representa um importante teste
para a identificacdo presuntiva 8o agalactiagFACKLAM, R.R., & ELLIOTT, J. 1995).

Foi baseado nesse teste que o trabalho foi destghyol

3.3 A doenca: Mastite

Varios microrganismos podem causar mastite bowin&re elesS. agalactiae
Estes microrganismos sdo bem adaptados a sobrelv@a Ubere e freqientemente
estabelecem infec¢bes suaves sub-clinicas de ldogecdo. A transmissdo destes
patdégenos ocorre pelo contato entre vacas ou atdivéontato com leite contaminado
e/ou utensilios infectados como aqueles utilizagos ordenhadores ou maquinas
operadorasS. agalactiaepenetram através do canal do Ubere, atingem arrcst
glandular por contigtiidade de liquidos e infectaimariamente o sistema de canais da
porcao inferior do teto, mas podem se dissemin@taanente e causar dano tecidual em
toda glandula (KEEFE, 1997). O tubo infectado safreimescimento devido ao
processo inflamatério e este processo junto condalwis teciduais e leucdcitos,
eventualmente, podem levar & obstru¢do do car@ajubando a drenagem dos tecidos
produtores de leite. O leite acumula-se nestasdesgiresultando em involugao,
cicatrizacdo e reducédo da producéo leiteira. Seammento for administrado em
periodo adequado, e se houver estimulo do Uberesgaziamento completo durante a
ordenha, as obstru¢des sdo removidas e a aredaaéetastaurada (KEEFE, 1997). Se a
infeccdo persistir, a mastite pSr agalactiagpode se tornar uma infec¢ao crénica, com
periodos ocasionais de intensificacdo. O acumuladeteis bacterianos intensifica a

resposta inflamatéria e resulta na perda do teprddutor de leite, reduzindo, desta
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forma, a quantidade de leite produzido. Os estogtus do grupo B raramente causam
doencas graves, mas a fibrose extensa nos tecidde pesultar em lactagbes
subsequentes ndo produtivas. Isto ocorre, pois rinc@ acdo irritante destes
microrganismos sobre a mucosa, durante uma ousvagtacoes, provoca progressiva
atrofia do epitélio secretor. A inflamacdo da gldladmamaria resulta também, em
adicdo a reducdo da producdo de leite, em altesap@e composicdo do leite
(EBERHART et al, 1987; KEEFE, 1997). O grau destas alteracOe®miEp da
gravidade e duracao da infeccdo. Estas podemiinotuaumento de células sométicas,
mudancas nos tipos de proteinas presentes, comoaeda quantidade de caseina e
aumento na quantidade de proteinas séricas —élters quantidade de ions, mudanca
de pH e nas quantidades de lipidios. Estas altesagé composicao do leite produzido
afetam diretamente a qualidade e o rendimento diogredutos e derivados do leite.
Como exemplo, a presenca de uma grande quantidadeidbs graxos livres no leite é
inibidora de culturas utilizadas em processos dendatacdo para a producdo de
laticinios (EBERHARTet al, 1987).

Atualmente, a mastite bovina permanece como umsaddancas com maior
influéncia sobre a producéo leiteira, com ambaapassentacdes tendo consequéncias
significativas sobre o rendimento. Antes da déald950-60, os calculos das perdas
econdmicas baseavam-se principalmente sobre a peediata do leite causada pela
mastite clinica. Nas décadas subsequentes, ficaler®miado que as mastites sub-
clinicas causavam prejuizos econdmicos maioregnti+se em conta a sua alta
frequéncia nos rebanhos e a longa persisténcianeai@e de infeccdes nas glandulas
mamarias (LANGENEGGER, VIANI & BAHIA, 1981; YAMAGAR et al, 1998).

A mastite também €& considerada uma das doencas impiEtantes que

acometem os rebanhos de caprinos leiteiros. Atabua ela perdas na producéo e,
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conseguentemente, prejuizos econémicos ao produtarindustria (FONSECA &
SANTQOS, 2000).

Em pequenos ruminantes, principalmente em cabyasradas para a producgao
de leite, a mastite € um grave problema tanto pomeatar os custos da producédo
guanto pelos riscos a saude publica. Além dissoastite caprina, particularmente a
forma sub-clinica, representa um problema diagodstirincipalmente em regiées onde
nao se dispde de pessoal e equipamentos espeatnslizama vez que a grande
quantidade de células epiteliais e particulas aadels presentes no leite interfere
significativamente com os testes de rotina utilapara detectar a forma sub-clinica da
doenca. Varios estudos tém indicado e confirmadferaficas fisioloégicas e
microbioldgicas entre a glandula mamaria capriagbevina, demonstrando que devem
ser realizadas adaptacfes para caprinos, dos tBatggdsticos empregados em leite
bovino (PERRINet al, 1997).

Os prejuizos econdmicos sédo decorrentes da redigdproducdo de leite,
reducdo do periodo de gestacédo, perigo de trarBmnits mastite para outros animais,
demanda de maior tempo no manejo higiénico e suigsitd dos individuos
cronicamente afetados. As perdas na producao teedieicabras portadoras de mastite
sub-clinica, de acordo com o grau de infeccdoawade 55 a 132 kg de leite/ano e uma
perda de 3g de gordura/kg leite por animal (BAUD&ML, 1997).

Existem varios fatores predisponentes que levaamnimal a ter mastite, entre
esses, 0 leite que fica no Ubere devido a orderdmarmipleta, principalmente aquele que
fica na cisterna do teto e que se constitui humelerte meio de cultura para
multiplicagdo de microrganismos. Da mesma formfalta de higiene na ordenha e a
limpeza e anti-sepsia do Ubere estdo entre osipaiacfatores que colaboram para a

instalacdo de mastites (KRUsB al, 1990).
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Assim como no tratamento de infeccbes em seresimosn a antibioticoterapia
consiste em uma importante ferramenta de programaalde no controle de infec¢des
intramamarias em gado de leite. O tratamento efieiele mastite clinica requer um
conhecimento prévio do microrganismo infectanteaeptevaléncia de resisténcia a
antimicrobianos de patégenos isolados da glandaimaria (GUERIN-FAUBLEEet
al., 2002).

No entanto, a prevencdo da mastite @oragalactiag tanto bovina como
caprina, seria 0 método mais desejavel, particiatenatravés da utilizacdo de vacinas
polivalentes. Para isso, um diagnéstico rapidoe@§ipo e capaz de caracterizar de
forma abrangente o agente etiol6gico € fundamental.

Streptococcus agalactialmbém tem se mantido como uma das principais
causas de septicemia e meningite bacteriana ematoso(YANCEY et al, 1996).
Além disso, sua importancia como causa de infecgbages em pessoas idosas ou
imunocomprometidas vem se destacando ao longo uhpote A profilaxia com
antibidticos, através de administracdo intra-padn) sido largamente utilizada para a
prevencdo das doencas perinatais Poragalactiag mas esta estratégia € motivo de
criticas, pois pode aumentar o risco de infecc@eptros microrganismos resistentes

aos antibioticos (BLOCIKet al, 2008).

3.4 - Métodos de Controle de Qualidade do Leite

O controle de qualidade do leite pode ser avalsadndois aspectos: o controle

de qualidade quimico e controle de qualidade miclégico. O controle de qualidade

qguimico do leite refere-se a pesquisa de composieute ndo deveriam estar presentes

no produto, como por exemplo: antibidticos, urgiesticidas ou a determinacédo da
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propria composi¢cdo do leite. O controle de quakdadicrobiolégico refere-se a
pesquisa e contagem de microrganismos. O conteolgudlidade do leite inicia-se no
processo de producdo da fazenda: aquisicdo e mmgéotele animais saudaveis e um
manejo higiénico e sanitario adequados. Nas etapgsintes de industrializacéo,
distribuicBo e comercializacdo, sdo inUmeros oslatds que devem ser tomados,
devendo-se fazer um esforgo integrado e conjunta gerantir a qualidade do produto
final. A contaminacdo do leite pode ocorrer deagrnaneiras: durante a ordenha, no
processamento com equipamentos inadequados, devValia de limpeza e higiene dos
recipientes, devido ao estado de salude dos anassis) como varias outras formas.
Alguns fatores como, por exemplo, o estado de sddganimais, irdo atingir de forma
direta o ser humano, podendo provocar doencas eotoberculose, a brucelose e a
leptospirose (JAYARACet al, 2004; FURTADCet al, 2008).

O método comercial padréo para o diagndéstico danczdcao pofS. agalactiae
consiste da cultura do material clinico (leite) emio seletivo que inibe o crescimento
de outros microrganismos (BAKER, 1977). Entretag$te método requer a0 menos
36h, porque o0 meio precisa ser incubado entreZd8lree entdo sub-cultivado em placas
agar sangue e o microrganismo identificado atral@sreacfes sorologicas, como
métodos de aglutinacdo. Caso sejam utilizadasdgsrienotipicas convencionais, um
tempo ainda maior sera necessario (YANCE&tyal, 1996). Por outro lado, varios
métodos para a deteccdo rapida direta ou indiretaSd agalactiaetém sido
desenvolvidos. As metodologias indiretas envolvespeeialmente a deteccdo de
antigenos. Existem também técnicas baseadas nalagiende DNA e sdo bastante
difundidas, mas sao caras, ndo sao tao lentasajaadcnica padrdo e necessitam de

operadores treinados (LEE al, 2008).
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3.5. Tirosinase

3.5.1- Caracteristicas Gerais da Enzima

As polifenoloxidades (PFO) formam um grupo de em@anoxidorredutases
capazes de catalisar a oxidagdo de compostosdespteagindo com o oxigénio sem a
necessidade de co-substratos. O grupo € divididodaeas subclasses: lacases e

tirosinases (DURAN & ESPOSITO, 2000).

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas que promoveanxidacdo de varios
substratos aromaticos com a simultadnea reducaoxig@roeo em duas moléculas de
agua. Elas sdo capazes de catalisar a oxidacdong@ostos fendlicos a seus radicais
livres anidnicos por mecanismo semelhante ao desipases (KARAM & NICELL,
1997 apud BEVILAQUA, 2000). No entanto, sao freqientememativadas durante a
reacdo devido a uma variedade de condigbes amisielos efluentes, commibidores,
pH ou concentracdes ibnicas (COELHO & CAMMAROTA,020apud KAMEDA

2003).

As tirosinases (polifenol oxidase; monofenol mogexiase, catecol oxidase, EC
1.14.18.1) sdo enzimas que estdo amplamente disia® na natureza, estando
presentes ao longo de toda a escala filogenétisdedas simples bactérias até os
grandes mamiferos (FENOLé&t al, 2001). Estdo diretamente ligadas a fase proximal
na cadeia da melanogénese e sdo responsaveisfgabosenos de pigmentacdo em
mamiferos e de escurecimento em cortes vegetaidl (@ELDERY et al, 1997). Isto
€, essa enzima catalisa a oxidagdo da L-tirosira g&u correspondente dopaquinona.

A polimerizagdo do ultimo resulta na formacédo déamea (FARIAet al, 2007).
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Vérios trabalhos ja foram publicados utilizandmginase obtida a partir de
diferentes fontes - cogumelos, vegetais, frutagurfees, além de epiderme de poés-
tumores eNeurospora crasséROSet al.,1994; SECet al, 2003 VIEIRA et al, 2004
KOCHANA et al, 2008; SILVA, SALGADO & COELHO, 2010)Atraves desses
estudos, observou-se que, independentemente dg Bmtirosinases mantinham suas
caracteristicas funcionais e apresentavam estsuseraelhantes. O primeiro trabalho de
investigacdo bioquimica com a tirosinase data d#b,18ndo sido realizado com o
cogumeloRussula nigrans;ujos cortes expostos ao ar tornavam-se vermeldep@as
negros (SANCHEZ - FERRERt al., 1995 FARIA, 2008). Em plantas e fungos, as
tirosinases ocorrem em varias isoform@smas imaturas, formas maturas e latentes e
formas ativas. Sabe-se que existem estas isoformasntanto, nédo foi estabelecida a
relacdo entre a descricdo bioquimica e as carstitad cinéticas destas (WHICHERS
et al, 1996). Segundo Van Gelder e colaboradores (19@/m cogumelos,
aparentemente, 99% do total desta enzima estaenpesssob a sua forma latente. Além
disso, Bevilaqua (2000) observou que o envelhedionato cogumelo deve ser
responsavel pela ativacao destas formas latenti®simase, visto que o extrato obtido
de cogumelos envelhecidos apresentou um aumert8%dana atividade enzimatica em

relacdo ao lote de cogumelos mais jovens (lotercient

Assim, como ocorre com outras tirosinases macradasg a tirosinase de
Agaricus bisporug intracelular. Estudos sobre a estrutura da tiess desse cogumelo
sugerem que a enzima possui um peso molecular @4 20kDa e ocorre como um
composto tetramero de duas subunidades de 43-48HDa& duas subunidades de
13,4kDa (L), assumindo uma estrutura quaternasla KWICHERSet al.,1996). Seu
ponto isoelétrico (pl) situa-se em uma faixa de%(re seu pH 6timo de atuacdo esta

entre 6 e 7 (SIGMA, 1998pud BEVILAQUA, 2000). Em outros fungos, as estruturas
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guaternarias dessa enzima sédo diferentes, comexeanplo, emAmanita muscariaa
tirosinase apresenta-se na forma de heterodimem omassa molecular de

aproximadamente 50kDa (MULLE& al, 1996apudFARIA, 2008).

O grupo prostético da enzima, mostrado na Figupm4sui estrutura semelhante
ao da hemocianina, contendo dois atomos de cobeadd composto por dois sitios de
ligacdo para aromaticos e um sitio de ligacdo paménio que esta relacionado aos

atomos metalicos (BEVILAQUA, 2000).

Figura 1: Esquema do grupo prostético da tirosinase (PRIR0OG).

O mecanismo cinético da tirosinase é bastante inpomlém de possuir dois
tipos de atividade catalitica distintos (mono esnliflase), apresenta uma fase lag na
reacdo com monofendis. Varios fatores afetam cgertesta fase: concentracdo de
substrato, concentracdo de enzima, pH e a fonendiana (BEVILAQUA, 2000). A
presenca de quantidades cataliticas de difendisioos metalicos de transicédo
(principalmente F&, mas também C8 Ni*?, Co" e Zr®) pode reduzir e até excluir
esta fase (SANCHEZ - FERRE® al., 1995) No entanto, em relacdo a cinética da
segunda reacdo, oxidacdo de difendis, pode-seglieesegue a cinética de Michaelis e

Menten (FARIA, 2008).
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Durante a reacdo de oxidagdo de difendis ocorma@vacao irreversivel da
tirosinase. Na literatura, este fenbmeno é denaloiper alguns autores de inativacdo
suicida (ATLOWet al.,1984; BURTONet al.,1998). A inativacdo ocorre quando o
produto da transformacdo catalisada por esta enmage com a mesma. Segundo
Escribanoet al. (1989, apud KAMEDA, 2003), durante a reacdo de oxidacdo de
difendis a orto-quinonas ocorre a inativacao ireivel da tirosinase por catecol. A
inativagdo suicida da tirosinase também poderiaresultado da reacdo de orto-
quinonas com residuos nucleofilicos préximos adroeativo da enzima. Sanchez-
Ferrer e colaborador€$995) consideraram mais plausivel a hipotese alivacao por
atague de ligantes do cobre (radical hidroxil gerddrante a reag&o), pois a inativacao
da tirosinase ocorre mesmo na presenca de ageatesdd¢do que removam as
quinonas. O &cido benzdbico é um outro inibidor daidade tirosinasica e atua

competindo com o sitio ativo da enzima (MARQUES &AMANAKA, 2008).

A tirosinase utiliza oxigénio molecular para oxidanodis catalisando duas
reacdes distintas: a orto-hidroxilagdo de monofe(dtividade monofenolase, creolase)
gerando catecois e a oxidacdo de orto-difendist@quinonas (atividade difenolase,

catecolase) (FENOLEt al, 2001; ROSATTCet al.,2001; CESTAREt al, 2002).

3.6. Biossensores

Os biossensores sdo definidos como qualquer dismosie deteccdo que

incorpore tanto um organismo vivo ou produtos detos de sistemas bioldgicos

(enzimas, anticorpos, DNA, outros), como um trat@mdgue fornece a indicacao, sinal

ou outra forma de reconhecimento de uma substéspiecifica (SALGADO, 2001).
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Devido a grande quantidade de definicbes na lusmatecentemente a Union of
Pure Apllied Chemistry (IUPAC - 2001) prop6s umdimlgdo para Biossensores
eletroquimicos: Um biossensor € um instrumento integrado que ézagafornecer
uma informacao analitica especifica quantitativa semi-quantitativa através do uso
de um elemento de reconhecimento bioldgico (recébguimico) que esta em contato

direto com o elemento transdutor.”

Os biossensores sdo constituidos, essencialmepteelaimento bioldgico,
transdutor e do sistema de tratamento e amplificalg® sinal elétrico gerado, que

muitas vezes esté presente no préprio transduaoiou$igura 2).
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Figura 2: Esquema geral de funcionamento de um biossendek QV12008).

O elemento biolégico ou o elemento sensor tem arjgdade de reconhecer
seletivamente e interagir com o analito. Podenes®regados na superficie do sensor
microrganismos ou materiais oriundos de organistooso anticorpos, acido nucléico,
células, organelas, proteinas, entre outros. Adg#® resulta na alteracdo de uma ou
mais propriedades fisico-quimicas (modificacdo di¢ fransferéncia de elétrons,
variacdo de massa, transferéncia de calor, liberde&ases ou ions) que séo detectadas
e medidas pelo transdutor. O principal objetivo @dpzir um sinal eletrénico
proporcional em magnitude e/ou freqiéncia a conaeid de um determinado analito

ou grupo de analitos que interagem com o elemeop&sénsivel. A parte eletrénica é
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constituida de amplificador dos sinais elétricodoesistema de processamento dos

dados.

O desenvolvimento destes instrumentos ao longoados, foi marcado pelas
exigéncias e na natureza da aplicacédo destes esdlgiores, desempenham um papel
decisivo no seu projeto como sensibilidade, meibiante de amostra, custo, tempo de

vida util e uso especifico.

Além disso, para ser usado como instrumento deisanél biosssensor deve

apresentar as seguintes caracteristicas (SALGAD@,)2

% Seletividade - o0 componente biolégico deve discriminar diferentes

substratos;

+ Sensibilidade> a faixa de concentragcédo do analito a ser mensulad® ser

a maior possivel,
¢+ Acuracia e Precisde> deve apresentar menor desvio-padrao possivel,

s Tempo de respost&> também deve ser pequeno para justificar a
implementacdo de biossensores, também deve seerpegntre uma analise e

outra;

« Frequéncia de amostragen® deve ser alta, o que torna um biossensor uma

ferramenta interessante no monitoramento de biepsos;

+ Estabilidade—> a resposta deve nao variar em fungéo de variagées) pH,

solubilidade, presenca de solventes, entre outros.

“ Reprodutibilidade—> é a medida da dispersdo ou flutuacdo em umaderie

medidas obtidas ao longo de um periodo de tempa gamcentracdo de um
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analito dentro de uma faixa de utilizagdo. Os siatedevem ser reprodutiveis,

logo, confiaveis.

¢ Baixo custo> devem apresentar custo menor que outras métoddisicas
convencionais, como high performance liquid chragaphy (HPLC),

cromatografia gasosa (CG) e espectrometria de massa

+» Portabilidade e Tamanho pequene deve ser pequeno, facilitando sua

instalagcdo no ambiente de medida e transporte.

Estes sensores permitiram o desenvolvimento de sér& de técnicas
eletroquimicas que oferecem rapidez e simplicidRéemitem realizar as mais variadas
tarefas como: efetuar controle em linha a nivelstidal, analise ambiental em tempo
real, automatizacdo de analises bioquimicas, analisivo, deteccdo de substancias
bioldgicas relevantes (como hormonios e drogashdsa@ e deteccdo de agentes de

guerra quimica.

Geralmente um biossensor permite o uso de métdimogds” e de baixo custo
sem precisar de pré-tratamentos morosos e de grantleanes de amostra. O seu uso,
na maioria dos casos, ndo necessita de técnicespecialistas podendo em alguns
casos dispensar 0 uso de reagentes, e aparecatmlodmo aparelhos de uso continuo

Oou como descartaveis.

No desenvolvimento destes biossensores algumaasefagliminares séo de
crucial importancia como: a sele¢cdo do componeiaiédico adequado, de modo que
haja um método de imobilizacdo passivel a seraia este e de modo a manter a

seletividade do instrumento, e a selecao do sistemeansducao que permita converter
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adequadamente o produto biolégico gerado em uml silgrico mensuravel e

confiavel.

Alguns biocompostos sdo adequados para 0 uso nposoréo, entre eles:
enzimas, cofatores, receptores, anticorpos, célddasnicroorganismos, organelas e
tecidos vegetais e animais. Assim, de acordo cahernento biolégico utilizado para a
sua construcdo, os biossensores podem ser divididovarias classes (Figura 3).
Dentre elas, as classes mais desenvolvidas sacssebigores enzimaticos,

microbiolégicos, 0os quimioreceptores e 0S imunosHEs.

Componente Biologico Biossensor

SensorEnzimatico

Anticorpos

bz—-m—|o;u-u|

Receptores
Organelas

e i e e e

AO-HCOWnWZ2Z2r -

Sensor
Microbiolégico

: Células Plantas e / 4 SensorCelular
animais

" TecidosPlantase W Sensor Tecido
Animais

Figura 3: Classificacdo dos biossensores de acordo commerte bioldgico

sensivel (MELO, 2008).
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3.6.1 Biossensores Enziméaticos

Biossensores enzimaticos, que possuem enzimasdgehigpobilizadas) como
componente biologico, representam a maior partebimssensores ja desenvolvidos
(KARUBE & NOMURA, 2000). A vantagem do uso destesmponentes € que as
enzimas sao catalisadores biologicos altamenteiisps e seletivos. Comparadas aos
catalisadores quimicos, as enzimas apresentam gmficinte alto nivel de
especificidade com o substrato, em funcdo da lgdgée na molécula de substrato
pelo seu sitio ativo envolvendo fatores do meioiantb reacional tais como, tamanho
da molécula de substrato, estereoquimica, polajdgdupos funcionais ligados e

relativa energia de ligacao.

A maior desvantagem em relacdo ao uso de enzimamgtrugcdo de um
biossensor é o fato de apresentarem uma estakilidathtivamente baixa,
principalmente no que diz respeito a variacdo aemlicées fisico-quimicas do meio
reacional, mas que pode ser contornada usando raficGes adequadas de pH,
temperatura e pressao que garantam a manutencadivaiade enzimatica. Outra
desvantagem € o fato das enzimas serem caras wnaagreacdes enzimaticas,
requererem co-fatores que se néo foram facilmegenerados, encarecem mais ainda

0 uso destes instrumentos (SALGADO, 2001).

Na literatura encontram-se varios trabalhos quearth uma ou mais enzimas
como componente bioldgico do biossensor (SH&NL, 2007; FERRINIet al., 2008;
AKYLILMAZ & KOZGUS, 2009; TRIVEDI et al, 2009). No trabalho realizado por
Trivedi e colaboradores (2009), desenvolveram uosdginsor para detectar uréia em
leite, utilizando a enzima urease. Elevadas cormgbés de uréia no leite significam

um desequilibrio na alimentagcéo do gado, ou aténoexlulteracéo do leite. A uréia é

38



um constituinte normal do leite, sendo uma boa epiEia quem deseja adulterar o

produto sem ser descoberto.

Num outro trabalho também recente, Akylmaz e KoZ@0€9) desenvolveram
estudo baseado na estimulagdo enzimatica. Utitizaraenzima catalase para detectar
cloreto de calcio em amostras de leite e agua.sEssmpostos de célcio podem
favorecer a formacdo de compostos carcinogénicosnZima catalase € ativada na
presenca desses compostos de célcio, por issdizaratn no desenvolvimento do

biossensor.

Shan e colaboradores (2008) desenvolveram um bessbaseado na inibicdo
enziméatica. O objetivo era desenvolver um biossepama detectar acido benzdico de
amostras de alimentos ja que este pode ser utlizacho conservantes. No entanto, o
acido benzoico quando ingerido em excesso, acuseuapode causar retardamento do
crescimento de criancas. Os autores utilizaram moegrincipio selecionado para o no
presente trabalho, detectar a presenca e quantificacido benzodico através da

observacao da inibicédo da tirosinase.

A Tabela 1 resume as caracteristicas sobre assds/etasses de biossensores

agrupados de acordo com o seu componente biolégico.
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Tabela 1: Comparac¢éo entre os componentes biolégicos ussadsossensores,

mostrando suas vantagens e desvantagens.

Componente Bioldgico Vantagens Desvantagens

Biocatalisadores

Enzimas Alta seletividade e atividade Estabilidade limitada
Sujeito a interferéncias,

Sequéncia de Enzimas Expanséao da acessibilidade condi¢ces de operacéo
restritas

Grande variedade, . imi
Microorganismos  possibilidade de regenerac;élol:)Obre seletlwdadfe, imitado
' tempo de vida

sistema fechado
Tecidos de plantas e Alta atividade, Sujeitos as interferéncias e
animais configuracéo natural contaminacdes
Quimioreceptores
Uso das estruturas naturais
Estruturas intactas que fornecem 6timos estados
para deteccao
Podem ser preparadas de
modo a manter altas
estabilidades e mais

Tempo de vida limitado,
frageis

Dificuldades para estocagem,

Preparacdes contendo os
poucos tipos disponiveis,

guimioreceptores

isolados resisténcias limitada seletividade
Imunossensores
Apresentam varias constantes
Anticorpos Policlonais Relativamente baratos de ligacéo, limitada
seletividade
Alto custo,

Anticorpos Monoclonais Boa seletividade, uniforme disponibilidade limitada

Disponibilidade limitada,

Fragmentos de .
9 Baixo peso molecular

anticorpos custo incerto
Conjugado enzima- Alta amplificac&o do sinal Dificil preparo
anticorpo

Fonte: THEVENOT et al, 2001 modificado.
3.6.2- Métodos de Imobilizacéo aplicados em biossames

Nos biossensores a etapa de imobilizagdo do mabéslagico na superficie do
sensor constitui uma das fases cruciais no seundasenento, pois os sitios ativos da
molécula devem ser preservados, a fim de ndo peejud reagdo com a amostra de

interesse. Diversos métodos de imobilizacdo do nabtasioldgico podem ser testados:
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oclusdo (aprisionamento), microencapsulamento iftamento em pequenas esferas),
adsorcao fisica (interacbes do tipo ibnica, polayacdo de hidrogénio), ligacao
covalente cruzada e covalente (Figura 4). Rotin@rde, tém sido usados compostos
quimicos como glutaraldeido (ligacdo covalente ada}, cisteamina (ligacdo
covalente), polietilenoimina (PEI), membrana délatida (aprisionamento) e proteina
A (presente na parede celular de cepasStéghylococcus aurelysnos ensaios de
imobilizacdo de moléculas biolégicas em associagdoisoladamente (FATIBELO

FILHO & CAPELATO,1992).

METODOS DE

IMOBILIZACAO
Ligacdo em Ligacao
superficie solida Confinamento cruzada

Adsorc&o Fisica Encapsulamento

Adsorcao Iénica

N Microencapsulamento
Adcorcao Covalente

Figura 4. Exemplos Esquematicos dos Métodos de Imobiliz&gémmatica.

3.5.3- Transdutores usados nos biossensores

Outro critério importante para a construcdo dosdsosores esta relacionada a
escolha do sistema de transducdo, que pode sémagelienico, optico, acustico e

calorimétrico, onde os mais aplicados sao os ejetnaicos.
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De uma forma genérica, define-se transdutor comdaos¢odo dispositivo que
transforma uma forma de energia a outra forma dergem No ambito da
instrumentacdo elétrica, define-se transdutor coseodo todo equipamento que
converte qualquer grandeza fisica ndo elétricapgéeatura, som, luz, como exemplos)
em um sinal elétrico. Sob o ponto de vista da améfe de um biossensor, transdutor €
0 equipamento que converte o produto da reacadadidal em um sinal elétrico
quantifichvel e processavel. O papel deste equiptmo®nsiste em detectar a presenca,
a mudanca, a amplitude ou a frequéncia de uma gzandubmetida a medicdo e
providenciar na saida um sinal elétrico que, quatmlovenientemente processado e
aplicado a um aparelho de medicdo, seja possivahtifjaar o elemento medido

(PATEL, 2002).

A escolha do transdutor é realizada mediante é@gisitos basicos: que ele seja
adequado para adaptacdo ao material biolégico |lmathd; que seja altamente
especifico para o analito de interesse, sendo cdpazletectar alguma variacéo
especifica que ocorra durante a reacao biolégigaegsta variagdo ocorra na faixa de
concentracdo apropriada (BARKER, 19&bud SALGADO, 2001; MELLO &
KUBOTA, 2007). Outros aspectos também devem sedates, como: freqiiéncia da
resposta; compatibilidade com o meio ambiente otee que operar; exatidao;
caracteristicas elétricas (relacdo entre sinalidorypossibilidade de amplificacdo do
sinal quando insuficiente; limitagcbes da frequéndma resposta) e condicbes de

aplicacao e robustez (peso, dimensdes, robustegmicace elétrica).

3.6.3. Biossensores Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos podem ser dividielns amperométricos,

potenciométricos e condutimétricos. Essa classeasacteriza por serem: simples,
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sensiveis, confidveis e de resposta rapida; némessi de instrumentacdo de baixo
custo; operarem em condi¢cdes em que ndo € necessapré-tratamento da amostra e
permitirem efetuar determinagcdes em uma ampla fdé&aoncentracdo (STANCA &

POPESCU, 2004).

As técnicas eletro-analiticas sdo capazes de fernkmites de deteccao
excepcionalmente baixos e uma abundéncia de infdi®sa que caracterizam e
descrevem eletroquimicamente determinados sistersasipre se baseando nas
propriedades elétricas de uma solucédo de analdaodyuele esta em contato com uma
célula eletroquimica. Tais informacfes incluem:steguiometria e a velocidade de
transferéncia de carga interfacial; a velocidad&alesferéncia de massa; a extensdo de
adsorcéo e de quinssorcdo e as velocidades e constantes de equitibriceacdes
guimicas. Uma vantagem deste meétodo é que as <ékietroquimicas sao
freqientemente especificas para um estado de @xigegticular e sua instrumentacao
€ relativamente barata. Todas estas vantagens fapem que os eletroquimicos
constituam a grande maioria dos biossensores dasatos (CASTILHO, 2003pud

MELO, 2008).

O principio de funcionamento dos biossensores amp&ricos é caracterizado
pela a medida da corrente produzida por uma reggi@ica entre espécies eletroativas.
Esta reacdo ocorre num potencial determinado (quie [ger gerado internamente,
eletrodo galvanico ou externamente, eletrodo pgtaftwo) e a corrente gerada esta
relacionada com a espécie em solucdo. Assim estesensores dependem tipicamente
de um sistema biolégico que converta cataliticamendnalitos inativos
eletroquimicamente em produtos que possam serapsdau reduzidos em um eletrodo

operante, o qual € mantido em um potencial especdifé acordo com um eletrodo de
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referéncia. A corrente produzida pela reacdo reéloknearmente proporcional a
concentracdo do produto eletroativo, a qual é poimoal ao analito (substrato da

enzima) nao eletroativo (D’ORAZIO, 2003).

Todavia, como estes instrumentos sao operados ifusad, as principais
desvantagens apresentadas por eles sdo: uma ila@maich pequena devido a cinética
de saturacdo da enzima; os potenciais relativanaat@dos podem oxidar espécies
diferentes do composto de interesse e a correie $gr afetada pela velocidade com a
qual o analito difunde até a superficie do eletroligumas inovacdes tém tentado
superar estes problemas, como o uso de membramtsities de difusdo para manter as
concentracdes de substrato abaixo dos niveis deasab da enzima e o uso de

mediadores (PEREZ, 2000).

A construcdo de eletrodos quimicamente modificadasravés do
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo taat® ehzimas como dos mediadores
fez surgir uma nova classe de transdutores ampétioos Os mediadores podem ser
incorporados aos eletrodos por adsorcdo, oclusaofilems poliméricos, ligacado
covalente ou simplesmente misturados em pasta rtferza (ROMANI et al, 2000).
Pandey e colaboradores em 19%pud FERNANDES, 2005) desenvolveram um
biossensor para medi¢do da glicose, onde a enzicage oxidase estava incorporada a
uma pasta de grafite e epoxi modificada e mateghdtroativo (mediador)
tetracianoquinodimetano (TCNQ). A mistura pastdsiida era usada para preencher o

corpo de um eletrodo ligante. Esta tecnologia éeoida comacreen printing.

Este tipo de biossensor representa a maioria dsgositivos comerciais
disponiveis atualmente, isto porque estes eletredosbaseados em enzimas redox

(oxiredutases) (SIGNORI & FATIBELLO-FILHO, 1994)existem um grande numero
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destas enzimas comercialmente disponiveis que poatelrar em acidos graxos,

acucares, aminoécidos, aldeidos e fendis.

A Tabela 2 apresenta alguns biossensores amperopsépara a analise de

compostos fendlicos.

Tabela 2: Biossensores amperométricos para analise de coospestolicos a base de
tecidos e célula.

Tecido/Célula Enzima(s) Analito E vs Ag/AgCI (ph)
Cogumelo Tirosinase Fenol (0,16-15 ppm) '?7'25;/
. ] Dopamina (5-90 pM). 02V
Banana Polifenol Oxidase Catecol, L-Dopa, Epinefrina, ’
Hidroquinona (7,4)
Cogumelo Tirosinase Fenol, p-cresol, p-clorofenol '?5'20;/
Dopamina (50-250 uM) 02V
Berinjela Polifenol Oxidase L-dopa (100-600 uM) !
Catecol (5-45 pM) -(7,0)
: : Dopamina (2-160 uM) -0,2V
Espinafre Catecol Oxidase L-dopa, neropinefrina (8)
. . . . -0,2V
Espinafre Polifenol Oxidase Dopamina (50mM) (7.4)

Fontes ROSATTO, 2000.
A amperometria é a técnica eletroquimica geralmeplieada em biossensores
disponiveis comercialmente e estes utilizam norraateicomo elemento transdutor um

eletrodo de oxigénio.

O primeiro biossensor foi desenvolvido pelo pradesSlark em 1962, e este
sensor consistiu de um biossensor enzimatico pasg (eletrodo de Clark) composto
de um sistema de dois eletrodos amperométricosdetede Q) separados da solucdo
da amostra por uma membrana permeavel a gas. Adnmexistem sensores
amperométricos baseados no sensor de oxigénioQlpk para determinacdo de

oxigénio em uma variedade de ambientes liquidoR{EAS, 1996).
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O eletrodo de oxigénio consiste de um catodo endemodo condutivamente
conectados por um eletrolito. Uma tensdo adequeadaothrizacdo entre o catodo e o
anodo reduz o oxigénio no catodo. A tenséo é sxlada de modo que o oxigénio seja
completamente reduzido, sendo que os demais gasesao afetados. A tensao ideal
para o sistemaAyAgCl encontra-se entre —-500 e —750mV. Abaixo spcesentadas

as equacdes quimicas (Equacdes 1 e 2) das reagéescqrrem na superficie do

eletrodo.
Reacao catodoO, + 2H,0 + 4é - 4 OH Equacao 1
Reacado anodo4 Ag + 4Cl1 - 4 AgCl + 4¢é Equacéo 2

Tais reacdes resultam na producdo de uma corriéttiea que € proporcional a
presséao parcial de oxigénio no meio £p@ eletrodo de oxigénio consome 0 oxigénio
que é continuamente extraido da solucdo (oxigérssolido) sendo a vazédo e a

viscosidade da solucao parametros importantesteantiaacao.

O oxigénio se difunde através da membrana e é idm@m um eletrodo de
platina catodicamente contra um eletrodo de retamé(Ag/AgCl). Um eletrodo de
trabalho (platina) é separado de um eletrodo daéetia (Ag/AgCl) por um material
isolante e, ambos, imersos numa solugcdo concentted&Cl. Uma diferenca de
potencial (ddp) constante é mantida entre os deisodos por meio de polarizagédo
catodica do eletrodo de trabalho. A solucéo, odmto anodo sdo separados do meio
gue contém o analito por uma membrana permeavekigénio (FERNANDES, 2005

a). A Figura 5 mostra um eletrodo de oxigénio camaér
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Foto tirada por: Botelho, A.C.N.

Figura 5. Eletrodo de oxigénio dissolvido comercial.

Considerando-se que a difusédo através da membmpaogesso controlador da
passagem de oxigénio do analito para a superfizieatbdo, a corrente resultante é
diretamente proporcional a concentracdo (press@ciafjade oxigénio na amostra.
Como a platina é um agente catalisador da dissoziacreducdo covalente da agua,
elétrons saem do eletrodo de Pt, combinando-sentoléculas dissociadas de ©ions

de hidrogénio, formando agua (FERNANDES, 2005a).

A taxa com a qual os elétrons saem do eletrodogoprional a concentracao de
O, disponivel para captura-los. A corrente flui detldo de Ag para o eletrodo de Pt
guando os elétrons saem deste para a solucadradeetie elétrons do eletrodo de prata
produz ions de prata 0os quais estdo em baixa cvac@&a se comparados com 0s ions
cloreto, na solucéo. Esses ions de prata se comliom os de cloreto, formando um
acumulo de cloreto de prata na superficie do eletrde prata, deixando ions de
potassio para tras, porém, como ions de hidrogéam retirados da solucédo pelo

consumo de oxigénio, o sistema é eletrostaticanmentero (FERNANDES, 2005b).
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A quantidade de oxigénio dissolvido e a magnitudecdrrente do eletrodo,
fornecida em amperes, sao influenciadas pelos rsegyparametros: pressao parcial do
oxigénio da solugéo; material e espessura da me@btamanho do catodo; tensdo de

polarizacéo; temperatura e condi¢des de viscosidade&o na solucéo.

Na literatura, existem diversos trabalhos que @ssen o desenvolvimento de
biossensores que utilizam o eletrodo de oxigénmocdransdutor para a deteccéo e
monitoracdo de diversos analitos, como: glicoseypmstos fendlicos (TIMURet al,
2004), etanol (AKYILMAZ & DINCKAYA, 2000; HUANG & WU, 2006) e calcio

(SHAN et al, 2008) entre outros.

3.7. Aplicacao dos Biossensores

As vantagens dos biossensores em relacdo as t®aooaencionais ndo se
limitam a sensibilidade e seletividade, mas ao fip geralmente, dispensarem um
elaborado pré-tratamento da amostra (praticidadg)idez nas analises e gastos
minimos de reagentes, proporcionando assim, agdidea obtencdo dos resultados,
reducdo no custo financeiro e reducdo dos resigecsdos por analise. Por estes
motivos estes instrumentos tém atraido o interdssdiferentes areas como: saude,
diagnose clinica, militar, controle de processaugria, agricultura, monitoramento
ambiental e industrias de alimentos e bebidas. rBesttas, a area que mais vem se
desenvolvendo na sua criacdo e comercializacadaréaamédica (saude) e de diagnose

clinica.

Na area da saude, o mais conhecido é o biossemsogeimico, para
acompanhamento do nivel de glicose no sangue,ipaintente por diabéticos. O

aparelho pode ser adquirido, facilmente, em farasaciom a opcdo de diferentes
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marcas. Biossensores comerciais para o monitorantkniactose, uréia, creatinina e

colesterol encontram-se em fase de desenvolvin{fBQGUE, 2005).

Na area médic& de extrema importancia a determinacdo de gases,ou
metabolitos, como glicose no sangue, pois 0s p@segue requerem uma terapia
intensiva freqientemente mostram rapidas variag@ss niveis bioquimicos destes
componentes, e isto, muitas vezes, requer umalagéote e apropriada. A aplicacao
dos biossensores permitiu que este monitoramersige foealizado de forma efetiva,
rapida e segura garantindo um tratamento imediatpadiente em condicdes criticas,
como no caso dos pacientes diabéticos, onde orsemsiaturizado € implantado como

parte da regulacédo do equipamento de infusdo dénagBOGUE, 2005).

Outra aplicagdo importante nesta area consiste estolrir rapidamente
enfermidades raras em grupos populacionais. Adaf@io de sensores hibridos com
DNA em sua composicdo permite detectar como cormaposistranhos (metais,
substancias organicas sintéticas) produzidos padasirializacdo podem afetar o
material genético e causar enfermidades em orgasismos. Ao detectar variacdo na
cadeia de DNA de um individuo, poderia ser aplicanea medida preventiva e, em

muitos casos, conseguir o tratamento atraveés geasécos precoces.

A area de diagnostico clinico ja possui algunsgd@nsores amperométricos que
usam enzimas imobilizadas sendo comercializadanocé o caso dos sensores de
glicose, lactato, etanol, lactose, galactose, saeae colesterol (ARY At al, 2008)
todos fabricados peldellow Spring Instruments sensores de acido urico fabricados
pela Fuji Electric. Estes fabricantes garantem a determinacdo caiardit de
substancias simples presentes em amostras complexésrma acurada, precisa e

barata em um tempo de analise de aproximadameniel2os.
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Na area militar, os estudos sobre estes instrumes#io mantidos em sigilo e
envolvem a detecgcdo de gases toxicos, explosigesit@s patogénicos e toxinas, onde
0S requisitos exigidos para um biossensor querasia area sao: durabilidade frente as
intempéries, facilidade de operacdo e operacdoim@te remota com alta

confiabilidade e sensibilidade (SALGADO, 2001).

Biossensores aplicados ao monitoramento e condleioprocessos oferecem
inimeras vantagens, no entanto, em funcdo de suasSppis desvantagens a maior
parte ndo pode ser esterilizada devido a alta lsbdade do componente bioldgico;
funcionam em uma faixa limitada de concentracae-ealibracées e substituicdo dos
componentes biologicos podem ser necessarias, gé@buco usados nas industrias
para monitoramenton-line de substratos e produtos. Além disso, as indésjue os
utilizam, em geral, combinam estes instrumentostareas de analise por injecdo de
fluxo (FIA) para monitoramento de componentes, datda qualidade dos produtos e
otimizacdo do processo de manufatura (KENNA, 199%rtanto, atualmente, o
interesse no desenvolvimento de biossensores g@raator esta relacionado a caréncia
de instrumentos analisadores continuos em linha leatko custo (CAMPANELLAet

al., 2008).

Na pecuaria, biossensores também tém sido recom@ndzara deteccdo de
drogas veterinarias residuais. O uso de hormérsEs@des em animais destinados ao
abate foi proibido, subseqientemente, rigorososeglimmentos tém sido implementados
para detectar a administracdo ilegal desses comiame principalmente, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acopladespectrometro de massa. Contudo,
alguns trabalhos na literatura apontam que a dEie@® 0 monitoramento de

componentes anabolicos por cromatografia gasosa S@@o totalmente seguros.
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Imunoensaios e biossensores tém sido desenvolpdos analisar a presenca de
hormonios e antibidticos através de secrecdes rea we animais com resultados
bastante satisfatérios (GILLI& al, 2002; HABAUZIT et al, 2007).

No monitoramento de pesticidas, no meio ambiengnediversos alimentos,
trabalhos envolvendo biossensores empregam a catietisterase e monitoram a
ocorréncia de inibicdo da enzima por organofosfmsa@ carbamatos, pois tais
substancias ligam-se ao centro ativo da enzimaedindo a reacdo de hidrélise da
acetilcolina em colina e acetato.

Na agricultura, biossensores podem também detecjaantificar patégenos de
plantas no campo, e definir posicdes com o auddisistema de posicionamento global
(GPS), que podem orientar o produtor a realizaicagdes de pesticidas pontuais,
reduzindo e otimizando o uso de agroquimicos. Podemutilizados em diferentes
etapas da cadeia de producdo de alimentos agridelsde a detec¢cdo do patdégeno no
campo até o periodo de armazenamento de lotesngdentas (sob o risco de serem
contaminados com fungos produtores de toxinas). vista desse potencial, estes
sensores bioldgicos aplicados a agricultura témo sebtudados desde 1992
(SCOTTRUPRet al, 2008).

Bactérias e patdgenos virais responsaveis por deerg agricultura podem ser
detectados por diferentes tipos de biossensorde eles os que empregam como
molécula biolégica ativa seqiéncias de DNA. Segaénae DNA, que sao
complementares as por¢des unicas do DNA bacteaaniral, devem ser identificadas
e imobilizadas na superficie do sensor. O recontetio é dependente da formacéo de
ligacbes de hidrogénio estaveis entre as fitascilio &nucléico. Esse tipo de sensor
apresenta como desvantagem o pré-tratamento datramgsie deve passar por

processos de extracdo de DNA, e desnaturacdo tias de &cido nucléico para,
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posteriormente, serem submetidas a hibridizacdo eommolécula imobilizada na
superficie do sensor (IVNITSKdt al, 2000). Esse mesmo principio pode ser adotado
para a deteccéo de plantas geneticamente mod#icadaque o gene de interesse pode

ser imobilizado na superficie do sistema transdibosistema.

Na area ambiental, a aplicacdo dos biossensoreter@gsante, visto que eles
apresentam caracteristicas importantes quando sgjadézer uma monitoramento
ambiental, como: portabilidade, custo baixo (tapto sistema, como por analise),
preparacdo minima de amostra e estabilidade doumnsnhto frente aos inUmeros
obstaculos existentes neste campo (amplo nimepwotdaciais poluentes, suas varias
classes quimicas e altas concentracdes). Sdo usadosonitoracdo e controle do
ambiente, principalmente na deteccdo de metaisdpssam amostras de solo e
herbicidas e pesticidas em amostras de agua de tagoas (VELASCO-GARCIA &

MOTTRAM, 2003).

A falta de credibilidade destes instrumentos paapl@acdo em algumas areas €
ainda um grande problema que contribui para a sszageste no mercado. Uma das
solucbes para este problema tem sido o desenvaitont® sensores multienzimaticos
que permitam a determinacdo simultanea de compdstasteresse presentes em uma
mesma amostra, diminuindo custos, visto que é Béahdeso uso de um unico
instrumento e ainda possibilitam, em alguns caspse possiveis compostos

interferentes sejam eliminados (BOGUE, 2005).

3.8. Biossensores na area de alimentos

Nas industrias de alimentos e bebidas, os biosssnhsambém encontram um

campo potencial de aplicacdo especialmente consctdees analiticos de carboidratos
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(glicose, sacarose, frutose, lactose e galactas@jlo, alcool (etanol e metanol), uréia,
aminoécidos, composicdo de vitaminas e analise a@®ntes, estabilizantes e
emulsificantes (MELLO & KUBOTA, 2002). A atual detfio da maioria destes
compostos é realizada industrialmente utilizandtodws cromatograficos, por medida
da atividade Otica, por medida do indice de refyaméi por métodos analiticos padrdes
através de reacdes quimicas, que requerem prérgata da amostra e sdo muito

sensiveis a presenca de compostos interferentes.

Também nas anélises de qualidade de alimentospssensores sao aplicados,
sobretudo, na deteccédo de contaminantes quimibmdagicos, no entanto, eles podem
ser utilizados conforme descrito adiante. Consitizaa questdo de seguranca
microbiolégica, o uso destes sensores reduz a wmlago da amostra e,
consequentemente, diminui também as possibilidadkescontaminacdo humana,
fazendo com que o0s biossensores sejam recomendpai@s laboratorios de
microbiologia de alimentos (IVNITSKet al, 2000).

A deteccdo de microrganismos pelos biossensores gedrealizada por duas
formas, direta ou indiretamente. A primeira é bdaeaa interacdo direta da molécula
bioativa com o microrganismo, sendo esse um tipbiagsensor que tem sido bastante
empregado na deteccdo de bactérias patogénicas. disema emprega uma
microbalanca de cristal de quartzo (transdutorqakrico), sendo que em alguns casos
sua aplicabilidade para analise de alimentos eredificuldades praticas em funcéo da
elevada sensibilidade deste sistema de transdécé@ieteccdo indireta é baseada no
monitoramento de metabdlitos microbianos por metoreéacbes bioquimicas, que
ocorrem na superficie do transdutor. Alguns paréssgetais como, mudanca no pH,
consumo de oxigénio, concentracdo de ions, difareshe potencial, corrente ou

resisténcia podem ser medidos por transdutoreso@lgimicos. O transdutor pode
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detectar o consumo de oxigénio e, 0 aparecimenta degradacdo de um metabdlito
ativo eletroquimico.

Biossensores eletroquimicos baseados em eletrodaigénio e CQ tém sido
utilizados para determinagao Hecherichia coli, Staphylococus aureziEnterococcus
sp. (IVNITSKI et al, 2000).

Toxinas produzidas por microrganismos também sésiyeis de detecgdo pelos
diferentes tipos de biossensores, principalmersggnaperométricos, os quais tém sido
indicados como alternativa para substituicdo dés™kcomerciais, em sua maioria,
importados e de alto custo (IVNITSEkt al, 2000).

Esses “kits”, geralmente, se baseiam na interacatigemo-anticorpo,
apresentam deteccdo limitada quanto aos diferesubgrupos de uma determinada
toxina. Os imunossensores, um tipo de biossenscseada na interacdo
antigeno/anticorpo, empregam duas técnicas sesséveispecificas na deteccdo de
contaminantes biol6gicos, técnicas eletroquimicas ineunolégicas, que tém
demonstrado vantagens na deteccdo e no menordast@nalises em relacdo aos kits
comerciais. Outra aplicagdo dos biossensores éeterninacdo de vitaminas em
bebidas, produtos farmacéuticos e alimentos coranp@l para serem aplicados na
industria. No caso do acido ascorbico, a enzimarbato oxidase tem sido imobilizada
em superficies diversas e utilizada para catafisaxidacdo de L- acido ascoérbico na
presenca de oxigénio, como a seguir: 2 L-ascorbat® + 2H+ — 2 dehidro-L-
ascorbato + 2pD. A concentracdo do acido ascoérbico tem sidoatimente relacionada
com o consumo de oxigénio (TOMITek al, 2005).

Estes instrumentos podem ser utilizados ainda rdisande uma ou mais
substancias quimicas e biolégicas, presentes enmes@a amostra, ou na deteccéo de

um determinado analito em varias amostras simwdtapate (DENG & DONG, 2007).
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Esta caracteristica € de suma importancia paral@stina de alimentos, pois muitas
vezes é necessario analisar varios constituintearemmesma amostra de alimento, o
gue consome tempo e torna o processo mais labaiogstoso.

Os biossensores que detectam mais de um tipo d&sala, ou microrganismo
em uma Unica amostra, sdo conhecidos como biossenmsailticanais, sendo 0s varios
canais passiveis de serem combinados emchip, aumentando a utilidade do
biossensor. O desenvolvimento de biossensor mudtigaara avaliar, rapidamente, e
especificadamente, a qualidade e determinacao tddcefisiologico de frutas podem
ser encontrados na literatura. O amadurecimenfouties, normalmente, esta associado
com uma seqUéncia de mudancgas bioguimicas envslvidacor, sabor e textura.
AlteragBes em sabor incluem mudancas em acidetrjreg#scia e dogura que, por sua
vez, sdo dependentes dos acidos organicos, aclea@ateis presentes nos tecidos.
Nesse sentido, o biossensor multicanal para Dggicbrutose, sacarose, acido citrico,
acido malico e ascérbico pode ser desenvolvido mar@mpanhar processo de
amadurecimento de frutas baseado, por exemplonheimas oxidases, com a geragao
de perdxido de hidrogénio como produto final (JAVWEER et al, 2003).

Outras aplicagbes dos biossensores para andlispialalade de alimentos e

sistemas disponiveis no mercado, encontram-seitbasca Tabela 3.
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Tabela 3.Biossensores disponiveis ou em desenvolviment@pgmresas para andlise

da qualidade de alimentos.

Biossensor Empresa

Acompanhamento de deterioracédo de peixe Oriental electric

Deteccao dé&scherichia colO157:H7 em Massachusetts Institute of
alface (Canary) Technology

Deteccdo d&. coliO157:H7 eSalmonella Michigan State University's

em produtos carneos Electrochemical Biosensor

Deteccao d&almonellae Campilobacter

SR . Georgia Research Tech Institute
em inddstrias de suino

Deteccao de enterotoxina estafilocdcica B e
toxina botulinica A em tomate, milho doce, gréos e
cogumelo

Naval Research Laboratory

Universitat Autonoma de Barcelona
(UAB), em cooperacgéo
com CSIC

Deteccao de tracos de atrazina

Fonte: Meatprocess.com (2008); Medical News Today (2008).

Neste trabalho nos ensaios preliminares para drogée de um biossensor para
a area de alimentos, com objetivo de avaliar aidadé de leite, observou-se a queda
no consumo de oxigénio dissolvido no meio (com dsoum eletrodo de oxigénio)
devido a inibicdo da reacdo enzimatica da tirogin@ssada como componente
bioldgico) pelo acido benzodico, que é um dos prasluta acdo da enzima hipuricase
quando hipurato de sodio é adicionado a amostnalpsesta enzima produzida quando
Streptococcus agalactiaesta presente no leite. Este microorganismo sesequise no
leite quando a vaca apresenta mastite. Um resume@ralaosta desse trabalho é

demonstrado no esquema da Figura 6 a seguir.
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Leite

Contaminado m

S. agalactiae

4

Hipuricase }
Adicao de Hipurato de Sédio —» Acido Benzoicc+ Glicina

Inibidor da reacé&o enzimatica da
tirosinase (enzima usada como
componente bioldgico)

Tirosinasi

Adicéo de L-tirosina ©> 0-quinonas

\ Medida da reducdo consumo de oxigénio usando
Sistema de transducéo: eletrodo de oxigénio

Figura 6. Esquema resumido da proposta do presente trabalho

O desenvolvimento de biossensores ganha cada iszesgaco na literatura e

no financiamento de empresas interessadas no lengamessa tecnologia no mercado.

Nos Estados Unidos, onde ha grande investimento psquisa na area de

nanotecnologia, 0 mercado potencial estimado éedmae 11 bilhdes de ddlares com

crescimento de 10,8% nos ultimos anos (BOGUE, 2085nedida em que novos

equipamentos sao lancados no mercado, maioressséveastimentos e avangos em

pesquisa nesta tecnologia. A tendéncia € a cond#mnda nanotecnologia com estes

instrumentos por meio da miniaturizacao da aresugerficie de materiais e do uso de

nanoparticulas para desenvolver sistemas maisveestom tempo de resposta mais

rapido.
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CAPITULO 4: MATERIAL E METODOS

4.1. Equipamentos

Durante o presente trabalho, foram utilizados gsiisées equipamentos: estufa
de secagem (Quimis); placa de aquecimento e agité@aimis); agitador orbital
(Tecnal TE-420); espectrofotometro (Hach DR/4000UdM)mba a vacuo (Motores
Elétricos Brasil S.A); medidor de pH (Chemcade&ntdfuga (Excelsa 2); bomba de

aquario (Aqualife 200); eletrodo de oxigénio disgtd série Digmed (DG-010).

4.2. Biocomponente: Enzima tirosinase obtida de teto fungico

O tecido fangico utilizado para extracdo da enziinasinase foiAgaricus
bisporus conhecido vulgarmente como cogumelo Paris ou pigaman. Agaricus
bisporusé uma fonte rica em tirosinase e por isso foi legiom como fonte da enzima
tirosinase (SILVA, 2009). Os lotes de cogumelodizatios neste trabalho foram
adquiridos no mercado popular situado na cidad®idode Janeiro (RJ): Centro de
Abastecimento do Estado da Guanabara (CADEG). falasn comprados sempre em
um mesmo revendedor, evitando, assim, maioresgd@saentre 0s mesmos. Todos 0s
lotes adquiridos apresentaram aparéncia simildor@gio branca, poucas vezes com
um tom amarronzado). Os cogumelos foram utilizagasa a extragdo da enzima
tirosinase apdés, no maximo, 3 dias de sua compté. @Asua utilizagdo, foram

conservados sob refrigeracéo’€4
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4.3. Métodos Analiticos

4.3.1. Procedimento de extrac&o da tirosinase

A fim de extrair a enzima tirosinase do materiakedaudo utilizado, foi seguido
o procedimento de extracdo enzimatica desenvopiidameda (2003). Os corpos de
frutificacdo deAgaricus bisporug340g) foram triturados em acetona gelada (1250mL)
e o preparado foi filtrado em papel filtro (Whatnail) a vacuo. Em seguida, a pasta
resultante foi congelada por 24 horas a 0°C. Fosteente, esta foi ressuspensa em
agua destilada (150mL) e resfriada por 24 horas°@ #inalmente, a pasta foi
centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, sendo oesaatante obtido, considerado o
primeiro extrato enzimético. As etapas de ressissmea centrifugacdo foram realizadas
por mais uma vez, gerando o segundo extrato erizimétos testes foram utilizados os

extratos enziméticos da segunda extragao.

4.3.2. Procedimento de dosagem da atividade enzirta dos extratos

A atividade tirosinasica dos extratos enzimaticbfidos foi determinada de
acordo com procedimento descrito por Camgitoal. (1996). O procedimento consistiu
em adicionar em um bécher 5,5 mL de solucdo 0,2Naupao fosfato de sodio a pH
6,0, 1,5 mL de solucdo 0,2M de L-tirosina (SIGMA&),1mL do extrato enzimatico
previamente diluido em uma razdo de 1:10 no meam@&o. A mistura reacional foi
levada para analise em espectrofotometro, ondeiacéia de absorvancia proveniente
da reacao enzimatica foi lida ex¥280 nm em intervalos de 30 segundos durante 999

segundos.
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A unidade de atividade enzimética da tirosinasedfinida como sendo a
guantidade de enzima que promove o incremento0fd Ga absorvancia a 280 nm por

minuto. A atividade foi calculada segundo a seguigtmula apresentada na equagéao 1:

_ (4bs, — 4bs,)x 1000 x Dy,

A
(tz _.tl)xVE

(U/mL)

Equacéo 1

Onde: Absg e Abs sao as leituras de absorvancias nos temp@snbpo inicial)
e b (tempofinal de reacéo), em sua fase de aumento lingag ¥ volume da solucéo

enzimatica (1 mL) e pé o fator de diluicdo aplicado a solucédo enziméatica

4.3.3. Determinacao da atividade tirosinasica noite

Inicialmente, observou-se a necessidade de veriBeaa enzima tirosinase
exibiria atividade na amostra a ser utilizada €deija que o objetivo do sistema
proposto € baseado na observacdo da inibicdo eiizanm@estas amostras. Assim foi
necessario observar se o leite, naturalmente p&b, sido causaria alguma inibicdo na

atividade da enzima.

Neste teste foi realizada a determinacédo da ateidanzimatica da tirosinase
obtida de tecido de cogumelo (100U/mL — concentragxolhida para testes iniciais).
Como substrato para a enzima foi usada a L-tiro@n2M) preparada em solucao
tampéao pH 6,00, ambas adicionadas nas amostrasteleAmbas as solu¢cbes: amostra
((leite), substrato (L-tirosina)) e solucdo enzicwt(tirosinase) foram usadas em
temperatura ambiente (23 £ 2°C). O leite utilizpdoa todos os testes foi da mesma
marca e do tipo integral. E em funcao de ser urdyimperecivel diversos lotes foram

utilizados ao longo dos testes da mesma marcaesisstforam realizados em bécheres
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de 10 mL, para garantir um minimo de area livresiva$ de troca de oxigénio, e
durante os mesmos o0s sistemas foram vedados cora filastico para manter o
controle da concentragcdo de oxigénio do meio. Aerdahacdo da reducao da
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, entdonda reacdo enzimatica, foi

realizada com o auxilio de um eletrodo de oxigélissolvido.

Antes de proceder a reacao, foi necessaria uma depgaturacdo das solucbes
com oxigénio (amostras de leite e solugcdo de Isitia). A saturacdo das solucdes
visou minimizar as variac¢des iniciais da concedtoage oxigénio dissolvido destas, e
assim garantir que a variacdo da concentracao, dida ocorresse somente em funcao
da reacdo enzimatica. Essa etapa de saturacdeaf@ada antes de cada teste, sendo
executada com o auxilio de uma bomba de aquarepqtbulhava ar na amostra por

um periodo de 5 minutos (SILVA, 2008).

Em todos os testes posteriores esta metodolog@detdeminacéo da atividade
enzimatica foi seguida com pequenas variacdes, edatao as solucdes reacionais

usadas e outros parametros, sendo todos os teslieados em triplicata.

4.3.4. Determinagéo da melhor diluigdo da amostral-eite

Levando-se em consideracdo que o leite € um raisteterogénea com muitas
gorduras e outras substancias, optou-se por det@r@aimenor e melhor concentracéo
do mesmo, para a realizacdo dos testes, de modoogwesse um minimo de prejuizo

ao eletrodo de oxigénio.

Este teste foi fundamental para garantir a segardags medicdes, e permitir que
o sistema de transducao (eletrodo de oxigéniojnasse depois de cada medida, apds

lavagem do mesmo, com a leitura de seu sinal Ingi@al estabilizado obtido antes da
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reacao). Os componentes do leite quando preseatsganconcentragdo natural, com o
tempo tendem a aderir a membrana do eletrodo,nefria sinal de leitura do mesmo e

consequentemente acarretando possiveis erros dagéed

As amostras de leite foram diluidas em propor¢cded:@ e 1:10 utilizando
solucéo 0,2M de tampao fosfato de sodio pH 6,0HQ@ @ leite foi ajustado sempre que
necessario para valores entre 6 e 7, valores igaagsa reacdo da enzima tirosinase. O

ajuste do pH foi feito com solucédo de NaOH 0,1NH&l 0,1N.

Para determinar qual a melhor diluicdo foi realwadmesmo procedimento de

determinacao da atividade da enzima tirosinaseitieso item 4.3.3.

4.3.5. Determinagéo do tempo de estabilizacdo detbdo

Devido a necessidade de saturar as amostras cm@nmx foi necesséaria a
inclusédo de uma etapa de determinacdo da estghitizda leitura do sinal fornecido
pelo eletrodo quando imersos na solucédo saturade.téste contribuiu para determinar
se o0 tempo usado para saturacdo das solu¢besutomifoi suficiente para garantir que
a mesma fosse atingida. Foram realizadas leitwasnal do eletrodo nos tempos de 1,
2, 3, 4 e 5 minutos. Nesta etapa o procedimenttede4.3.3 foi realizado, no entanto o
biocomponente (enzima) nao foi adicionado. O temp@stabilizacdo foi selecionado
como o menor tempo onde foi observada a menorgZariaa leitura da concentracdo de

oxigénio dissolvido no meio obtida através da feito sinal do eletrodo.
4.3.6. Determinacdo da melhor concentracdo de sulmto (L-tirosina)
Para detectar a inibicdo enzimatica da tirosin@g®eciso que o sistema esteja

submetido as suas condi¢Bes 6timas. Desta forner@ae garantir que a inibicdo de
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fato ocorreu pela presenca do acido benzoico gpoéqualquer outro fator intrinsico

gue pudesse afetar a atividade enzimatica.

Além da temperatura e do pH, outro fator que atarrgbicdo da atividade
enzimatica é a concentracédo de substrato. Desteftestes foram realizados visando
determinar a melhor faixa de concentracdo de sibs(t-tirosina) a ser usada para
uma concentracdo fixa de enzima a ser adicionadaant testadas diferentes
concentracdes de L-tirosina: 36,23 (0,2M); 72,48ND; 108,71 (0,6M); 144,95
(0,8M); 181,19 (1,0M) g/L e uma concentracdo de WAL de enzima. O teste foi
realizado como descrito no item 4.3.3, sendo o tenp estabilizacdo da leitura do
eletrodo apos saturacao das solucdes de leites dateolocar enzima e substrato, de 3

minutos, determinado no item 4.3.5.

4.3.7. Determinacdo da melhor concentracdo de enzan(tirosinase)

Outro fator que também pode influenciar principatite na sensibilidade do
método aplicado, € a concentracdo enzimatica usaddeal é utilizar concentracdes
enziméticas que garantam robustez e seguranca tmamdwcao, mantendo as
caracteristicas que os testes devem ter (para @ @asfuturo biossensor a ser

desenvolvido), pequenos volumes aplicados e ecadedie.

Foram testadas concentracbes enzimaticas de #saside 200U/mL e
400U/mL. Neste teste a concentracdo de substrattausi a obtida como a melhor, a
partir dos resultados alcancados com o procedimdggorito no item 4.3.6. Também
neste teste foi seguido o procedimento de deteg&mda atividade enzimatica descrita

no item 4.3.3, variando apenas a concentracaozimamsada.
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4.3.8. Determinacdo do melhor tempo de resposta

Outro fator importante € a determinacdo do mellonpo de resposta do
sistema. Este tempo € caracterizado como, 0 memgct em que ja € possivel observar
a variacao do sinal do eletrodo em funcéo da reagainatica, seguindo a metodologia

proposta no item 4.3.3.

Esta determinacdo € fundamental, jA que o objeléste trabalho é de propor
um novo método, que possa ser usado na constreg@ondnstrumento biossensor,
visando substituir o0 método comercial padrdo padiagnostico des. agalactiaeem
leite que consiste da cultura do material cliniedt) em meio seletivo por periodo de
36 horas. Assim, obter um método que possa séradalem um tempo menor, seria

extremamente vantajoso.

Foram testados tempos de 1 até 17 minutos de regud® a adicdo do substrato
e da solucdo da enzima as amostras de leite sasuegubs estabilizar a leitura do
eletrodo. Os testes foram realizados em triplieafzara cada teste foram obtidos os

valores de leitura do eletrodo de oxigénio dissla\a cada um minuto de reagéao.

4.3.9. Determinacéo do intervalo de concentracdeg @cido benzdico

Como foi dito anteriormente, o acido benzoico @oito da reacéo da hipuricase,
enzima produzida pd. agalactiatem a caracteristica de inibir a atividade ddreaz
tirosinase, e sera baseado nesta propriedade géedssenvolvido futuramente o

sistema biossensor.

Dependendo da quantidade de microrganisiBosagalactiaepresentes nas

amostras de leite contaminadas, concentracfesenliésr de &cido benzodico serdo

64



produzidas pela enzima hipuricase (presente nest@srganismos), quando hipurato
de sédio for adicionado as amostras. Quanto maimmaero de células contaminantes,
maior a concentragdo enzimatica, e portanto, maiooncentracdo de acido benzéico
produzida. Este teste foi fundamental, pois nagtexmna literatura nenhum dado que
demonstre estequiometricamente qual a quantidadeerdgg#ma produzida pelo

microrganismo na presenca do substrato (hipuratsod@), e portanto, ndo se tem
nocdo do quanto de &cido benzoico seria necespara inibi-la quando esta é

produzida pofS. agalactiae

Assim, a questdo importante esta relacionada éeotracéo de acido benzoico
necessaria para de fato inibir a acdo da enzimsiriese, de modo que, o sistema de
transducao escolhido (eletrodo de oxigénio) sgpazde detectar a reducéo da variagcao
(reducédo da diminuicdo) da concentracdo de oxigémofuncdo da menor atividade

enzimatica.

O acido benzéico comercial utilizado é fracamentév&l em agua, por isso as
solucbes foram preparadas em acetona P.A. (VETBECuso deste solvente nao
interferiu nos testes, pois € o0 mesmo utilizad@ matrair a enzima do cogumelo nao
sendo danosa a enzima. Foram preparadas solucbescide benzéico nas
concentracbes de 0,1221; 1,2212; 24,424; 48,8482723 97,696; 122,12 gl/L.
Seguindo o procedimento descrito no item 4.3.3placdo enzimatica e o substrato
foram adicionados nas concentracdes Otimas detadiasnnos testes anteriores, e logo
em seguida foi adicionada a solucdo de acido beoaz@s concentragbes citadas, a fim
de se observar a inibicdo proporcionada pelo cotafdesdlico. O volume de solucéo
adicionado garantiu que a solucao final estavacoasentracdes descritas acima. Outro

teste feito a fim de se observar o tipo de inibigiaimatica, competitiva ou néo
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competitiva. Esse teste foi como o anterior, apena® diferenga colocando-se o acido

benzaoico apds 7 minutos de reacdo enziméatica faiciado.
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CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao e determinacdo da atividade enzimatoda tirosinase

Neste trabalho, a fonte de enzima tirosinase fmgumelo Agaricus bisporus
e sua extracdo seguiu o protocolo desenvolvido Kameda (2003). Além do
sobrenadante inicial, primeiro extrato enziméatiowam realizadas etapas de extracao
da enzima ainda contida na pasta obtida, o segentkrceiro extrato enzimatico,
respectivamente. Somente trés lotes de cogumel@anfaitilizados, sendo estes
suficientes para execuc¢ao do trabalho. Cabe rassgié 0 objetivo ndo era extrair uma
grande quantidade de enzima, mas sim apenas obtidaexecucdo dos testes. Os
resultados das atividades enzimaticas em U.ndos lotes de cogumelos s&o
apresentados na Figura 7. Os valores de atividadienética dos lotes utilizados no
trabalho variaram de aproximadamente 50U'ma 400U.m[*. Os resultados
apresentados ndo mostram os dados de todos otosxitdidos, ja que alguns foram
descartados, visto que ndo apresentaram uma afévimeerente. Portanto, optou-se por
mostrar apenas os dados dos extratos efetivamsiados no trabalho. As melhores
atividades foram encontradas nos segundos exteatzimaticos obtidos de cada lote,

fato esse corroborado por Kameda (2003) e Silva9qR0
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Figura 7. Atividade enzimética (U.mlt) dos lotes de cogumelos usados no trabalho.

Analisando-se os valores obtidos da atividade editatan, pode-se observar que
nao foi um valor de atividade importante, ja queasitrabalhos apresentaram valores
bem maiores que os encontrados neste trabalho, 266@J).mL* (PAPAet al, 1994;
BEVILAQUA et al, 2000; KAMEDA, 2003; SILVA; 2009). No entanto,mBouve um
efeito negativo sobre o trabalho, pois os volumesneajustados para se obter a
concentracdo de interesse. Esses valores baix@smpedr explicados com o uso de
lotes de cogumelos muito novos, ja que Bevilagu@0@2 mostrou que a variacao
presente nos extratos enzimaticos ocorreu quandomgparou cogumelos envelhecidos
com o lote controle, onde se observou um aumen#B#&e na atividade enzimatica do
primeiro em relagdo ao segundo. Ingebrigtseal. (1989) relataram que um fator que
influencia a atividade da tirosinase no extratooétgmto o grau de maturacdo dos
cogumelos.Assim, provavelmente, apesar da aparémaikar, os cogumelos deveriam
estar em graus de maturacao distintos. Vale a psaltar que o uso de uma enzima

naturalmente extraida de um tecido torna o prajetéuturo biosensor menos oneroso,
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do que se usada uma enzima comercial, dai a inmetatéle se continuar o trabalho

aplicando esta enzima obtida experimentalmente.

5.2. Determinacao da atividade tirosinasica no lest

O leite é uma mistura heterogénea e, portantcerod haver substancias que
inibissem ou mesmo impedissem a atividade da tiassi quando esta fosse adicionada
ao leite. O leite ndo diluido foi saturado de owigépor 5 minutos (SILVA, 2008) e
posteriormente submetido a reacdo enzimatica. €dtados foram obtidos com o
auxilio do eletrodo de oxigénio, o instrumento dmsducao utilizado nesse trabalho,
que fornecia a concentracdo de oxigénio jA em ragiartir de uma curva de correlagédo
contida no sistema que relaciona sinal elétrico jéras) a concentracao de oxigénio
dissolvido presente no meio (mg/L). Na Figura 9taedemonstrada a atividade
enziméatica no leite, com a observacdo da quedamzentracdo de oxigénio dissolvido
no meio, comprovando que a composicao do leiteafému a atividade da enzima.
Como foi dito anteriormente, a tirosinase é umaineazoxidativa, portanto, utiliza
oxigénio durante sua catalise. Assim, o0s resultadbBdos nesta etapa foram
fundamentais para a continuidade do trabalho, gacgm isso poderia ser garantido que
caso houvesse inibicdo da atividade da enzima seniduncdo da presenca e
agalactiae e ndo pela presenca de qualquer outra substaaitiealmente presente no

leite.
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Figura 8. Grafico evidenciando a atividade tirosinasicaeite!

O controle de qualidade de alimentos enfrenta semmm problema inicial que é
a composicdo da amostra (0 proprio alimento). Gseatos de uma forma geral
apresentam na sua composicdo uma série de substémee podem atuar como
inibidores de reacdo enzimatica (PATEL, 2002). Ne ge refere ao leite, o problema
nao é diferente. Tanto utilizando-se técnicas nubdees ou analiticas o leite apresenta
substancias que atuem como inibidores (PATEL, 2@REMONESIet al, 2006).
Cremonesi e colaboradores (2006) desenvolveramstu@ avaliando e otimizando a
técnica de extracdo de DNA do leite, pois estasetapmlecisiva para 0 sucesso da
pesquisa de patdgenos no leite, e € neste onaeprstentes gorduras e diferentes ions
que podem inibir arag polimerase. Além desse estudo, Alarcon, Vicedo Znak
(2006e colaboradores (2005) e Amagliani e colaesd (2005) também

desenvolveram estudos com 0 mesmo objetivo, debemve otimizar técnicas
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moleculares na pesquisa de patdgenos no leitebJa aspecto das técnicas analiticas e
desenvolvimento de biossensores, também ha um olsuesideravel de trabalhos que
enfatizam a necessidade do estudo prévio de passiterferentes presentes nas
amostras (SEZGINTURKet al, 2005; FERRINIet al, 2008; SHANet al, 2008;
NUTHUAM et al, 2009). No estudo desenvolvido na Italia em 200&;rini e
colaboradores (2008) desenvolveram um biossenbadbipara detectar e identificar
residuos d@-lactamicos no leite. O-lactamicos séo a principal classe de antibidticos
utilizados para o controle de mastite. A droga qoaadministrada na vaca pode ser
liberada no leite. A presenca de residuos de atittbs no leite pode causar efeitos
adversos, como por exemplo, rea¢gBes alérgicasresoptoblemas toxicoldgicos. Por
isso, a pesquisa de antibiéticos no leite € muitpoirtante. Os autores optaram por
pesquisar a presenca fldactamicos, utilizand@-lactamases (enzimas que clivam o
anel B-lactdmico) e classes especificas desta enzimaigemtificar presuntivamente
qual antibidtico estava presente no meio. Alémaodisesse mesmo trabalho, os autores

ressaltam a importancia da preparagdo da amodira,de se evitar qualquer inibicdo

ou reacédo indesejada.

5.3. Selecéo da melhor diluicdo da amostra de leite

Pela razdo apresentada anteriormente, com intwtqreéservar o possivel
sistema de transducdo a ser usado e ndo acarratar de andlise foi avaliada a
interferéncia da diluicdo da amostra na leituraidal do eletrodo de oxigénio durante a
determinacdo da atividade da enzima. Nas Figuras 10 podem ser observadas as
curvas da atividade enzimatica com a amostra tke dduida em proporcdes de 1:2 e
1:10 em solucédo tampéao fosfato 0,2M pH 6,00, rds@aoente. Para esses testes a

concentragéo enzimatica foi 100 U.thé o tempo de resposta de 5 minutos.
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Figura 9. Efeito da diluicdo (1:2) na atividade enzimatica.
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Figura 10. Efeito da diluicdo (1:10) na atividade enzimatica.

Levando-se em consideracdo que nao houve sigiiicdiferenca da atividade

enzimética nas duas diluicbes usadas (desvios-¢adréelhantes entre as réplicas, em
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ambos casos, e valores da variacdo da concentlagi&agénio dissolvido, semelhantes
nos dois casos), optou-se por utilizar a diluic&oldLO, ja que este promovia menor
acumulo de gordura e soélidos no eletrodo. No thebde Shan e colaboradores (2008)
um dos aspectos avaliados foi a diluicdo da an®tedrigerantes de cola e iogurtes).
Eles incluiram ainda uma etapa de centrifugacéa rmdirada de solidos. E observaram

também que essa etapa foi importante para a redigyificativa de interferentes.

No trabalho de Trivedi e colaboradores (2009) oM@sam também a
necessidade diluicdo do leite. Neste trabalho, jetiob era detectar uréia no leite, ja
que esta substancia pode ser usada para adultedac@mite. Em outros diversos
trabalhos, o artificio de diluicdo da amostra € waig@a para eliminacdo ou reducéo de
inibidores, bem como para proteger o transdutdizatio no trabalho (ALARCONMNet

al., 2006; AMIGLIANI et al, 2006; CREMONESet al, 2006; FERRINEt al, 2008).

5.4. Sele¢édo do melhor tempo de estabilizagdo detebdo e da concentracao inicial

de oxigénio dissolvido

Outro aspecto que foi levado em consideracao &stabilizacdo do eletrodo e
da concentracdo de oxigénio dissolvido. A etapaatieracdo de oxigénio foi utilizada
para diminuir as variacbes das concentracOes imica oxigénio dissolvido nas
amostras a serem analisadas. A importancia deapa &ii descrita por Silva (2009).
Apb6s a saturacdo foi necesséario padronizar um teepo que a variacdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido fosse a menssipel a fim de se comecar os
testes com a mesma ou a mais proxima concentrag@xigénio dissolvido entre as
amostras. Na Figura 12 pode-se observar o grafioo @ estudo do melhor tempo de

estabilizacao do eletrodo e da concentracao dé€wxglissolvido.
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Figura 11. Estudo do melhor tempo de estabilizacdo do eleteodi® concentragéo de

oxigénio dissolvido (mg/L).

Pode-se observar que a partir do 3° minuto nasigdréficativa variacdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido. Por essa raaptou-se pelo menor tempo

possivel inicial de estabilizagédo (3 minutos) pasdizacao dos testes posteriores.

O trabalho de Numthuam e colaboradores (2009)zatim o eletrodo de
oxigénio como transdutor e avaliou a saturacdo xigénio como artificio para
obtencédo de leitura mais lineares. O objetivo dagpgrera monitorar a variacdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido no leite entdionda contaminacao bacteriana em
geral. A queda na concentracdo de oxigénio dishwmlvio leite foi proporcional a
contaminacgao bacteriana no meio. A saturacao irfaialeterminante para a reducéo

nas flutuacdes das leituras.
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5.5. Determinacao do melhor tempo de resposta

Na etapa seguinte do trabalho, foi determinadoethon tempo de resposta do
método, sendo avaliados tempos de resposta dewBawiaté 17 minutos. O tempo total
de andlise foi de 20 minutos, ja os 3 minutos @scndo sao levados em consideracéo,
uma vez que nado foi adicionado o componente biotodenzima tirosinase). A
tirosinase e o substrato s6 eram adicionados ap@snainutos, tempo de estabilizacao
da leitura do eletrodo de oxigénio, sendo entabizeekas leituras em mais 17 minutos
de analise. As leituras eram feitas de minuto enutaj sendo o tempo controlado com

0 auxilio de um cronbmetro.

Para a andlise do tempo de resposta dos ensaws (iilizadas: concentracédo
enzimatica de 100 U.mbe concentracBes crescentes de L-tirosina. Asdigabaixo

(Figura 13, 14 e 15) mostram os resultados obtiésta etapa.

0‘ T T T 1
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§§ -4 1 —— 5 min
S 2 —=— 6 min
g 5
[y - T .
18 7 min
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Figura 12. Resultados do teste visando escolha do melhoraelapesposta (3 min de

estabilizacdo + tempo de resposta) de 5, 6, 7e&09nin.
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Figura 13. Resultados do teste visando escolha do melhora@l@pesposta (3 min de

estabilizacao + tempo de resposta) de 11, 12,418,156 min.
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Figura 14. Resultados do teste visando escolha do melhora@®pesposta (3 min de

estabilizacao + tempo de resposta) de 16, 17,9.8,2D min.
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Nesse teste pode ser observada a variacdo deniaxidj€solvido no meio em
relacdo a diferentes concentracfes de substratdoda@\atividade enzimatica ao longo
do tempo (5 a 20 minutos totais). Pode-se obsearaté os 15 minutos existiu uma
queda na concentracdo, ou seja, 0 tempo era um ifafiprtante na variavel de
resposta, que é a concentracdo de oxigénio didsolya a partir do 15° minuto ndo se
observou uma variagdo significativa na concentral@xigénio ao longo do tempo
(curvas se apresentaram sobrepostas indicandoeanireima variacdo entre 0s tempos

de reacéo ocorreu).

Na ultima concentracdo de L-tirosina (181,19g/b) dbservado um brusco
aumento na concentracdo de oxigénio dissolvidm jpexle ter acontecido devido a
baixa concentracdo enzimatica utilizada no teste0 (U.mLY) em relacdo a
concentracdo de substrato adicionada. Ao aumensaemconcentracdo do substrato
mantendo a da enzima constante, pode-se rapidamsatiear os sitios ativos da
enzima, o que resulta em menor atividade enziméticduncdo de efeitos inibitérios
por excesso de substrato, fato que pode ter oocergbr isso ter sido menor a reducao
da concentracéo de oxigénio. Quando a concentdizdabstrato € baixa, a maior parte
das moléculas de enzima esta livre e pronta pagarrgois ha sitios ativos disponiveis.
Quando a concentracdo do substrato € muito alésmzema torna-se saturada com o
substrato e praticamente toda a enzima se encoatfarma de complexo enzima-
substrato ndo formando produto e, portanto redozsuh atividade (SCHNELL &

TURNER, 2004).

No trabalho realizado por Lee e colaboradores §R0@esenvolveram um
biochip para deteccdo de sete agentes causadoreadiiée, inclusive &. agalactiae

Um dos aspectos interessantes desse trabalhod@gioeno tempo de pesquisa desses
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patdégenos. A técnica padréo de deteccdo dessegpatdleva cerca de 36 horas, sendo
no biochip 6 horas necessarias de teste. No peetaitialho, o tempo estabelecido foi
de 15 minutos, bastante inferior ao requerido péknica padrdao. O mesmo foi
observado em outras propostas semelhantes a essalmEinos destinados a outras
determinacdes em que foi possivel reduzir o tempaamilise(LEE et al; 2008;
FERRINI et al, 2009; TRIVEDIet al, 2009). A reducao do tempo de andlise é uma das

grandes vantagens no desenvolvimento de biossensore

5.6. Determinacdo da melhor concentracdo enzimatioa melhor concentracdo de

substrato

Apos a determinacdo do melhor tempo de respostaétiodo proposto, baseado
na atividade enzimatica da tirosinase, foram radbs experimentos para determinar e
otimizar a concentragdo enzimatica a ser utilizada analises. Foram testadas as
seguintes concentracdes enzimaticas: 200U.mL400U.mL*. O tempo de resposta
utilizado foi de 15 minutos totais de teste, jeed®inado anteriomente e concentracoes
crescentes de L-tirosina até valor de 181,19 gA_re3ultados obtidos sdo mostrados na

Tabela 4.
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Tabela 4. Tabela com os resultados das variacdes de oxigdéisgolvido (mg/L)
relativos a atividade enzimatica para as duas obraggdes enzimaticas testadas

(200U.mL* e 400U.mLY).

Concentrac&o enzimatica (U.mM)L

Variacdo de Oxigénio (mg/L)

Concentracéo de L-tirosina (g/L) 200 400
0 -0,07 £ 0,05 -0,08 £ 0,01
36,23 -2,42+0,1 -2,44 + 0,052
72,48 -3,49+0,1 -3,90 £ 0,015
108,71 -4,62+0,1 -5,01 £ 0,041
144,95 -5,17 £ 0,032 -5,96 + 0,0058
181,19 -6,16 + 0,036 -6,98 + 0,01

A partir da analise dos dados contidos na tabgkmuese pela concentracéo de
400U.mL* para os ensaios de inibicdo enzimatica. As vasigle concentracdo de
oxigénio foram maiores com essa concentracdo e @desvios menores entre as
amostras. O menor desvio obtido foi relativo a eotracao de 144,95 g/L de L-tirosina
e por isso essa concentracao de substrato foi arebéolhida para os testes futuros de
determinacdo da inibicdo enzimatica da tirosin@ddém disso, pode-se verificar a
tendéncia de aumento numeérico da variacdo de drigissolvido com o0 aumento de
tempo reacional. Este fato pode ser explicado fa¢todo eletrodo de oxigénio possuir
uma membrana que separa o eletrdlito interno det®eos (catodo e anodo) do meio
externo. Essa membrana é permeavel ao oxigénieegddunde até o catodo de platina
reduzindo-se num processo redox envolvendo 4 aekstrgerando assim uma corrente
proporcional a concentracdo de oxigénio no meioioeal. Assim, quanto maior for a
concentracdo do substrato na solucéo a ser armljpadsolucdo padréo) e/ou maior o
tempo de reacdo maior sera a diminuicdo observadamtentracdo de,OAs Figuras

abaixo (16 e 17) representam os dados mostradbabeda 4.
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No trabalho de Amine e colaboradores (2006) a uesla concentracao
enzimatica € avaliada. Os autores concluem gque iesseémsores amperométricos, a
resposta é proporcional a concentracdo da enzimseja, quanto maior a concentracao
enzimatica, maior sera o sinal lido. Na Figuralddepse observar justamente uma
maior variagdo na concentracdo do oxigénio dissolgem a perda da qualidade dos
resultados. Meyer e colaboradores (1999) desenwvddvem biossensor para deteccao
de B-lactdmicos onde também observaram que quanto enaisnas utilizavam maior
era a deteccdo dos antibidticos no leite, e edte wea proporcional a real quantidade

dessas substancias nas amostras.

O substrato escolhido para este trabalho foi adsitia, que é um aminoéacido
nao-essencial disponivel no laboratorio para odest@utros estudos utilizam outros
substratos, como o catecol, fenatcresol, p-clorofenol (ROSSATOet al, 2001;
SILVA; 2009). A concentracdo de L-tirosina seleeida neste estudo para ser aplicada
na metodologia, baseado nos resultados obtidodef@i44,95 g/L. No estudo de Shan e
colaboradores(2008) a concentracdo estabeleciddef@®,5g/L, bem inferior ao valor
encontrado no trabalho. Porém essa diferenca pedexplicada pela diferenca de
afinidade entre os diferentes substratos com amentirosinase (ROSSAT@t al,
2001; SHANet al, 2008). O substrato utilizado no trabalho de Shaalaboradores foi
o catecol. Esse substrato é frequentemente utlizad estudo no qual a tirosinase é o

biocomponente (SCHURINIt al, 2007; ZAMORAet al, 2009).

A concentracdo do substrato também é bastante tamperja que no caso de
teste de inibicdo competitiva, concentracdes ekevate substrato competem com o

agente inibidor, impedindo que ocorra inibicdo (A et al, 2006).
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5.7. Determinagdo do intervalo de concentracdo emug se observa inibicdo

enzimatica pelo acido benzoico

O é&cido benzéico € um conhecido inibidor da a#dl tirosinasica (DENG &
DONG, 1996; ROSSATCt al, 2000; SHANet al, 2008). Neste trabalho, o acido
benzdico é obtido através da reacdo da hipuricasecchipurato de sodio, hipuricase
essa produzida pel. agalactiagFACKLAM & ELLIOTT, 1995). Por este motivo, o
sistema de inibicdo enzimatica € o mais adequada padesenvolvimento de um

biossensor para deteccdoSloagalactiae

O conceito biolégico de inibidor enzimatico dispeito a substancia que é
capaz de interferir, de maneira especifica, nadaxama reacdo de catalise enzimatica,
retardando ou reduzindo o processo ou a espeaifieichiologica da reagdo. Os
processos de inibicdo de enzimas estao divididodasntipos, inibicdo reversivel e ini-
bicdo irreversivel. A diferenca bésica esta na &pdo do complexo enzima-inibidor,
que pode ou nao ser desfeito por etapas de dilogabalise, dependendo do processo
(LEHNINGER et al, 2003). Diferentes inibidores exibem diferentescamismos de

inibicdo (DENG & DONG, 1996).

Os processos cinéticos de inibicdo de enzimasaseghdo estudados ha varias
décadas, objetivando compreender 0s seus mecaninagsio, 0 que tem auxiliado na
construcdo de sistemas analiticos (DIXON, 1964; NBEMGER et al., 2003). O
monitoramento efetuado para estes biossensoreslesgrito, € baseado na capacidade
que certos compostos tém de inibirem a reacaoalatercatélise realizada pela enzima.
Dependendo do tipo de inibidor estudado, bem com@rdcesso de inibicdo a ser
monitorado, o biossensor pode ser empregado pasesds determinacdes. Se o0 agente

de inibicdo efetuar um processo reversivel para eoenzima, 0 sensor pode ser
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reutilizado, ap0s tratamento especifico da camauédica imobilizada, regenerando a
capacidade catalitica do biossensor. Caso o inilederca uma inibi¢éo irreversivel, o
sistema apresenta a limitacdo do uso de apenasanga enzimatica especifica a ser
trabalhada por sensor, visto que, com a totalviagéio desta carga, o biossensor ndo
mais apresenta 0 processo analitico a ser monitqARQUES & YAMANAKA,

2008).

Nas figuras 18 e 19 sdo apresentados os resultaadmsitrados nos testes de
inibicdo enzimatica utilizando-se como parametbostinutos de saturacdo de oxigénio,
3 minutos de estabilizacéo do eletrodo, concentrag@imatica de 400U.rii, 144,95
g/L de L-tirosina como substrato e tempo de regpdst1l5 minutos. Foram realizadas
duas variacdes, adicdo do agente inibidor (acidmzdieo) aos poucos, apos dez
minutos do inicio da reacdo enzimatica e adicaagknte de inibicdo junto com a

enzima e o substrato.

io dissolvido (mg/L)
D

oxigénio
(o]

Variac@o na concenttracdo de

Concentracéo de &cido benzdico (g/L)

Figura 17. Resultado dos testes de inibicdo adicionando lmdioi apos 10

minutos do inicio da reacdo enzimatica.
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Figura 18. Resultado dos testes de inibicdo adicionandoladoi juntamente

com a enzima e o substrato.

Um dos objetivos de se estudar a adicdo do acidpdim no inicio da
reacdo enzimética e apos ela ja estar ocorrenddefi@rminar qual tipo de

inibicdo ocorreria no sistema proposto, competituaao competitivo.

No processo de inibicAo competitiva, o inibidor aj@rente apresenta
caracteristicas estruturais e afinidades semekastalo substrato ao qual ele
esta interferindo, competindo com este pelo medtwde ligagdo da enzima.
Uma vez que este inibidor consegue se ligar a enziista ndo o converte em
produto, levando a formag&do de um complexo inatvgue impede a enzima de

efetuar nova catalise (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

No processo de inibicdo ndo competitiva, o inibiiga-se a um sitio
diferente do sitio de ligacdo do substrato, o qukca que a inibicdo ndo pode
ser revertida pela adicdo de quantidades de stdstbmorre a formacéo de

complexos, tanto entre a enzima e o inibidor, quantre este e 0 substrato. Um
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inibidor ndo competitivo apresenta um comportamel@aemocao da enzima
ativa da solucéo, o que resulta na diminui¢cdo dacidade da reacdo, devido a
guantidade de enzima livre (LEHNINGER al, 2003; STANCA & POPESCU;

2004).

O limite minimo de deteccéo de inibicdo enzimapaea o sistema foi de
24,424 g/L de acido benzoico, ndo sendo possivelcondicdes estabelecidas
neste trabalho detectar variacdo na atividade damenem concentracao
menores do que esta (observada na figura 18). Aigso, a inibicdo foi do tipo
competitiva, pois se observou um aumento na coragEd de oxigénio
dissolvido no meio quando se adicionou o acido @eozno inicio da reacao
junto com o substrato e a enzima. Observou-se uaiar rmibicdo a partir da
concentracdo de 24,424 g/L de acido benzdico. Nasentracdes menores néao
houve inibicdo, provavelmente por ndo possuir qdade suficiente de inibidor
para impedir a atividade da enzima, ou seja, ddxaima quantidade de enzima

livre para realizar a reacéo catalitica (MARQUES &MANAKA, 2008).

Esse mesmo comportamento foi encontrado no trabdéhdShan e
colaboradores (2007). Ja quando foi adicionado idoabenzéico apos 10
minutos de reacdo nenhuma variacédo da concentdacéwigénio dissolvido foi
observada (figura 17), ou seja, pode ter haviddé&minibicdo ou ndo. Neste
caso como o inibidor so foi adicionado apos 10 moislua reacdo enzimatica
poderia ja ter atingido sua maxima atividade n&cersdo influéncia do acido

benzobico adicionado.

No trabalho realizado na China por Shan e colalooesd2007) o limite

de deteccdo de acido benzdico foi bem menor quecon&rado neste trabalho
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(0,024g/L). No entanto, ndo utilizaram a enzimaelivmas sim fixada numa
matriz de poliacrilonitrila, o que segundo os aegopode explicar a diferenca

dos resultados deles com os comumente encontradiisratura.

Cabe ressaltar que a comparacdo com trabalhogedatdra é dificil,
pois nao foram encontrados trabalhos com propsstaglhantes a esta. De uma
forma geral, a pesquisa de patégenos é feitaartitia-se técnicas de cultivo ou
biologia molecular. No que se refere a pesquispatégenos com o auxilio de
biossensores, sdo pouquissimos os trabalhos, gaim@nte os que optam por
utilizar as enzimas como componentes bioldgicosiseerea de transducéo

amperometrico.

No que se refere a estimativa de contagem de sékséa € realizada em
funcdo de curvas de calibracdo, ou seja, suspenbaeterianas com
concentracdo celular definida devem ser submetgasubstrato hipurato de
sodio e posteriormente um dos produtos da reacaoido benzdico, detectado
pelo sistema apresentado neste trabalho. Em futgdmncentracdo de acido
benzdico, pode-se extrapolar, através da curvaatleracédo, a concentracao
celular. Pode-se também determinar a concentragddcalo benzdico, em
relacdo a diminuicdo da concentracdo de hipuraod®, jA que uma unidade
de hipurato de sddio, ap0s a acdo da enzima, tem peoduto uma unidade de
acido benzoico, permitindo assim o0 estabelecimed® uma relagcéo
(MACFADDIN, 1976). No entanto, a curva de calibacé extremamente
importante, pois a producéo da enzima hipuricaigerekacionada ao niumero de

células no leite e também a expressao dos genesaqueanscritos e traduzidos
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na enzima hipuricase, assim para alcancar o deséneoto futuro do

biossensor esta curva devera ser obtida.
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CAPITULO 6. CONCLUSOES

Streptococcus agalactia& um microrganismo que continua sendo um problema
no que se refere a mastite, principalmente a subali As técnicas para sua deteccao
sdo laboriosas e demoradas. A partir dos resultadtidos durante este trabalho,

podem ser tiradas as seguintes conclusfes descs&glir:

1. Os valores de atividade enziméatica da enzirpaitiase obtida dos lotes de cogumelo

Agaricus bisporusitilizado no trabalho variaram de 50 U/mL a 200U/m

2. A tirosinase exibiu atividade no leite, ou sejdeite ndo causou inibicdo na atividade

enzimatica apesar da sua complexa composicao;

3. A melhor diluicdo da amostra de leite foi de, Infas a diluicdo 1:10 em tampé&o
fosfato 0,2M pH6,00 foi a que promoveu menor acionud residuos na membrana do
eletrodo usado como detector, e que sera usadaonfeccao do futuro biossensor como

transdutor;

4. O melhor tempo de estabilizacdo do eletrodo xlgéaio e da concentracdo de
oxigénio nas amostras saturadas foi de 3 minutossgp, tempo em que nao se
observou variacdo na concentracdo de oxigénioldidsce, portanto variagdo do sinal
lido;

5. O melhor tempo de resposta para a atividadsiriéisica neste trabalho foi de 15
minutos, neste tempo foi obtido o maior valor deita de sinal do eletrodo de oxigénio
(maior sensibilidade do método), ndo sendo a pdeste tempo nenhuma variacao

significativa observada nas condi¢Oes fixas setexias.
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6. A melhor concentracdo enzimatica foi de 400U/mpbjs apresentou menores
desvios-padréo entre as amostras e maiores vatlmessinais de leitura obtidos,
garantindo a seguranca na analise, além de permitimpliacdo da andlise até
concentracdes de 181,19¢g/L de L-tirosina, o quefoidpossivel usando 100 U/mL de

enzima;

7. A melhor concentragdo de substrato (L-tirosirea)ser usada determinada
experimentalmente foi de 144,95g/L. Também nestaatracédo foi observada a maior

variagdo na concentracao de oxigénio com 0s mendess0s-padrao;

8. O limite Inferior de detec¢é@o de concentracaaado benzdico para este sistema foi
de 24,424 g/L, ou seja, em valores inferiores @ @sto foi verificada inibicdo da
atividade da enzima tirosinase e, portanto, namlservada redugdo no consumo de
oxigénio no sistema. Esta etapa foi fundamentals podera ser determina pela
estequiometria da reacdo d& agalactiaeque quantidade destes contaminantes
precisara ter presentes nas amostras de leite de qu@ nosso método, proposto da

forma como é apresentado, seja suficientementéveépara detectar sua presenca.
9. O processo de inibicdo foi do tipo competitizaque sO foi observada inibicdo
guando o inibidor era adicionado juntamente conmznga e o substrato, ou seja, 0

inibidor provavelmente compete pelos sitio ativeedaima com o substrato;

10. O sistema, da forma como proposto, € capazetkctdr a inibicdo da enzima

tirosinase pela presenca do acido benzoico, erortpodera ser usado na construgédo
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futura do biossensor para deteccadoSteeptococcus agalatiaem amostras de leite

contaminadas.

90



CAPITULO 7: SUGESTOES

% Realizagéo de testes usando amostras de leitendoatdas artificialmente por
S. agalactiagsendo esta etapa futura importante para testesrdgbilidade do
sistema, aplicando-se os valores ja identificadssentrabalho;

% Testar um método de imobilizacdo da enzima tiregrde modo que esta possa
ser reutilizada, reduzindo ainda mais os custosssipilitando a construcdo do
instrumento biossensor;

% Montar o biossensor pensando na melhor forma dgaxco instrumento a uma
linha de analise FIARlow Injection Analysig por exemplo, para introducéo dos
reagentes necessarios, ou mesmo adiciona-los retrand@eto nas quantidades
pré-determinadas e colocar a amostra em contatcodoimssensor enzimatico a
ser projetado;

% ApOs determinar as caracteristicas do biossensdizae testes com amostras

reais para comprovar a eficacia do novo instrumento
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