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RESUMO - Neste trabalho € proposto um biossensor amperométrico a partir da
extragcdo da enzima peroxidase presente no tecido do féise¢lus vulgaris L.),

visando a deteccdo de agrotoxicos. A extracdo da peroxidase foi avaliada quanto sua
atividade presente na casca e na polpa do feijdo. O extrato bruto foi parcialmente
purificado e caracterizado por eletroforese, apresentando peso molecular de ~ 41,68
kDa. Em pH 6,0 a enzima apresentou maior atividade enzimética; também foi avaliado
o percentual de protetor enzimatico pela adicdo de polivinilpirrolidona, apresentado
melhor resultado ao se utilizar 10% do protetor em relagdo a massa do feijao. A
purificacdo parcial se deu com 40% de saturacdo com sulfato de aménio. O desempenho
do biossensor ser4 baseado na transferéncia de elétrons detectada por voltametria
ciclica. Testes iniciais foram realizados solucao gleeKCN)/ K4Fe(CN), 6,0 mM. O

sisema é composto por um eletrodo de trabalho, que consiste em um bastdo de grafite,
eletrodo de referéncia Ag|AgCI(K&)) e eletrodo contra-eletrodo de platina.

1.INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental e alimentar pelo uso indiscriminado de produtos agricolas vem
chamando a atencédo pelo crescimento ascendente nos ultimos anos, sendo que o Brasil € apontac
como o maior consumidor de agrotoxicos a nivel mundial. Dados atuais da agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA), mostram que os herbicidas, representaram 45% do total de
agrotoxicos comercializados, seguidos de fungicidas 14%, inseticidas 12% e as demais categoria
de agrotoxicos 29% (Anvisa, 2014). Esses compostos podem causar grandes impactos ambienta
devido a sua alta toxicidade e persisténcia com que apresentam no solo, agua, plantas e anima
(Oliveira, 2008; Rilchardson & Gangolli, 1994).

Dentre os herbicidas, a atrazina e simazina, classificadas com indicacdo toxicoldgica
classe lll e toxicidade mediana, séo utilizadas em uma variedade de culturas (Weber, 1994).
A simazina é aplicada em pré e pos-emergéncia das plantas infestantes nas culturas de
abacaxi, banana, cacau, café, cana-de-acgucar, citros, mac¢a, milho, pinus, seringueira, sisal,
sorgo e uva (Garciet al., 2011).Segundo a resolucdo da CONAMA 357/205, referente aos
padrbes de qualidade para classe de aguas doce, atribui valores maximos permitido de
simazina 2,0 pg/L. Portanto, o monitoramento desse contaminante meio ambiente &€ muito
importante.
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A analise de defensivos agricolas é dificil de ser executada, uma vez que esses
compostos possuem diferentes propriedades fisico-quimicas e podem ser dificultadas por
compostos interferentes, além de serem caras e demandarem um grande tempo de analise. Os
biossensores sdo Uteis para este fim, pois apresentam caracteristicas importantes como:
automacdo, miniaturizacdo, baixo custo, seletividade, sensibilidade e rapidez de analise e
portabilidade (Silvaet al., 2011; Pathalet al, 2007; Liu et al, 2009). Esses dispositivos
podem ser confeccionados utilizando-se agentes biologicos, tais como, enzimas, ceélulas,
microorganismos, anticorpos, mediante a um transdutor eletroquimicos, épticos, piezelétricos
ou calorimétricos.

O presente trabalho visa o desenvolvimento de um biossensor amperométrico, que pode
ser confeccionado de forma simples e barata, utilizando como biocomponente enzima
peroxidase, extraida de feijaBh@seolus vulgaris. L) que serd imobilizada em bastdo de
grdite.

2.MATERIAL E METODOS

2.1Extracao, pré-purificacdo e caracterizacdo da peroxidase do extrato bruto
no feijao (PhaseoluswvulgarisL.)

Prepaacdo do extrato protéico de feijd&®,0 g dos pds obtidos da casca e da polpa do feijao
(Phaseolus vulgaris L.), por trituracéo, foram homogeneizados em 150 mL de tampé&o fosfato
de sédb 0,2 M, pH 6,0, centrifugados a 10.000 rpm a 0°C e armazenados em geladeira a 4°C
para posterior andalise da atividade. Os extratos (homogeneizados) obtidos foram
denominados, peroxidase soluvel da polpa (PSP) e peroxidase soluvel da casca (PSC).

Determinacédo da atividade enzima peroxidasatividade da peroxidase soluvel presente no
feijao foi determinada em espectrémetro de UV-visivel (Shimadzu UV-1800), pela medida de
absorbancia em 470 nm. O tetraguaiacol formado apés reagdo entre 2,0 ml da solugédo de
guaiacol 0,2 M; 0,5 ml de 4@, 3% e 0,5 mL do extrato enzimatico diluido 1:10, em tampé&o
fosfao 0,2 M, pH 6,0 a 25°C. Uma unidade enziméatica foi considerada como a quantidade de
enzima que provocou o aumento de 0, 001 unidade de absorbancia por minuto de reacao, nas
condicOes experimentais. A atividade foi calculada pela equacgao 1:

U= AAbs. X 1000 X FD / At X Vamosra (1)

Onde:U = atividade (U/ml),AAbs = variagdao da absorgédo, FD = fator de diluigstoF
variacao do tempo e Mostra= Volume da amostra

Estudo da influéncia do pH na extracdo da enzima peroxidaatgvidade enzimatica em
funcéo do pH, foi determinada usando-se solucdo tampao fosfato de sédio 0,2 M, na faixa de
pH entre 5,0 a 8,0.

Influéncia da adicdo de Polivinilpirrolidona (PVP) na atividade enzimé#galiou-se o
efeito da adicéo polivinilpirrolidona no desempenho da atividade da peroxidase, variando a
concentracdo do polimero. Para isso foram adicionados os percentuais de 10%, 20%, 30%,
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40% e 50% em relacdo a massa de feijao. O polimero foi removido apés centrifugacdo a 1200
rpm a 0°C.

Pré-purificacdo com sulfato de amé&ni® mL do extrato bruto foi submetido a um processo

de concentracdo que consistiu de precipitacdo com sulfato de amonio nos percentuais de O-
20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%, sob agitacdo a uma temperatura de 0°C. O
sobrenadante obtido apds centrifugacéo foi recuperado e novamente adicionada a massa de
sulfato de amoénio de forma sequencial. O precipitado foi ressuspenso em 5,0 mL de tampé&o
0,2M pH 6,0 para posterior analise de atividade enzimatica.

Determinacdo de proteina total — Método de Bradfdyd quantificacbes das proteinas totais

nos extratos foram realizadas empregando-se a metodologia descrita por Bradford (1976). As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de UV-visivel na regido de 595 nm. Os
valores obtidos foram comparados com a curva padréo de BSA (albumina soro bovino) a 1%,
sendo o teor protéico da amostra expresso em mg de proteina.

Caracterizacdo da enzima peroxidase por eletroforese SDS:PP&& as analises de
proteinas sollveis, a eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida, em condi¢cbes
desnaturantes (SDS-PAGE), para caracterizagdo da peroxidase de acordo com o método
descrito por LAEMMLI, (1970).

3. Testes iniciais realizados para constru¢cédo do biossensor

Voltametria ciclica utilizando bastdo de grafi@ biossensor proposto é constituido por um
bastdo de grafite (2.0 mm HB, marca Faber-C&3telilizado como eletrodo de trabalho,
onde aenzima peroxidase sera imobilizada e testada em solucdo de fenol. O teste inicial de
voltametria ciclica, usando o bastdo de grafite, foi realizado avaliando a influéncia das
velocidades de varredura em solucéo geefCN)/ K4Fe(CN) 6,0 mM em KCI 1,0 mol.L.

O dstema eletroquimico € composto de um eletrodo de referéncia Ag|AgGNKEIlo
eletrodo auxiliar de platina, acoplado a um potenciostaliegnostato, Autolab PGSTAT 302.

3.0RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Atividade enzimatica da peroxidase

Os valores de atividade enzimatica obtidos para casca (PSC) e polpa (PSP) foram
respetivamente, 37 U/mL + 1,412 e 227 U/mL + 2,123. Os resultados mostram que a casca do
feijdo apresenta um baixo teor da enzima peroxidase e consequentemente uma baixa atividade
sendo que a maior atividade da enzima esta presente na polpa (PSP). Assim para construcao c
biossensor somente a polpa do feijdo sera utilizada como fonte enzimética, a casca sera descarta
na etapa de trituracao.

3.2 Efeito do pH na atividade enzimatica

Pode-se observar na Tabela 1, que a enzima apresenta uma maior atividade em pH 6,0.
O mdhor desempenho neste pH pode esta relacionado com a maior proximidade ao ponto
isoelétrico da peroxidase, gerando condicdo favoravel a estabilidade. Observa-se que em
valores de pH acima de 6,0 a enzima pode esta sendo induzida a desnaturacdo protéica. A
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partir destes experimentos padroni-se a extracdo da enzima peroxic em tampao fosfato

de sédio 0,2 M, pH 6,0 patadosos demais experimentos.

Tabela 1Influéncia do pH n&xtracao da enzima peroxid
Atividade (U/mL)

pH
50
6,0
6,5
7,0
8,0

942+2,12
1403+3,53
179+4,94
180+0,70
158+2,82

3.3 Efeito da adicao depolivinilpirrolidona (PVP) na atividade da enzime

peroxidase

A adicdo depolivinilpirrolidona tem sido utilizada parastabilizacdo de enzim
promovendo a remocao dmmpostos fendlicc naturais,durante a obtengdo dos extrs
brutos Essa remocédo ocorre devia formacdo ddigacdes pontes de hidrogé nestes
compostoscausadores do escurecimento do extrato do feDevido suebaixa solubilidade,
o polimero é recupeda na etapa de centrifugacdo na forma de precij. Assim a fim de
avaliar o comportamentda atividade da enzima peroxidase na etapa de e» foram
adicionados diferentes percentuais de PVP em rea massa do feijao, conforme mostr

Figura 1.
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Figura 1. Atividadada enzima peroxidase dos extratos brutos obtidos em dife
percentuais de polivinilpirrolido..
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Conforme mostra a Figura 1 a quantidade ideal de PVP para se obter melhor atividade
da peroxidase presente no extrato bruto foi de 10% em relagdo a massa de 50 g do po de
feijdo, apresentando atividade total de 1100 U/mL. Esse percentual foi mantido na preparacéo
dos extratos aplicados na constru¢ao do biossensor.

3.4 Preé-purificacdo com sulfato de aménio e adicdo de polivinilpirrolidona
(PVP).

A fim de concentrar e estabilizar a enzima peroxidase presente no extrato bruto do
feijdo, para aplicacdo no biossensor, o extrato bruto foi pré-purificado de forma sequencial
com sulfato de aménio. Também avaliou-se o efeito provocado pela adicdo de PVP ao
extrato bruto, seguido da pré-purificacdo com {NBIO). Os resultados estdo apresentados na
Tabeh 1 e Tabela 2.

Observa-se o aumento significativo na atividade totg) d enzima no intervalo de
satuacdo de 20-40% para ambos os extratos, apresentando valores de 3135 U/mL e 1336
U/mL, respectivamente, para extrato bruto com PVP (EB-PVP) e extrato bruto sem PVP
(EB). Esse aumento de atividade pode ser atribuido a eficiéncia do PVP, pois esse polimero
possui a capacidade proteger a enzima de reacdes com substratos naturais presentes o tecido
do feijao.

Para os percentuais de 20-40% (E.B) e 40-60% (E.B-PVP) onde apresentaram fator de
recuperacdo de 102,30 e 138,78 % indica que houve ativacdo da enzima, podendo ser
atribuido a remocao de inibidores presentes no material inicial. A adicdo de polimero
apresentou melhor atividade especifica de 175,78 U/mg favorecendo um aumento de 57,66 %
em relacdo a atividade especifica obtida, sem sua adicdo. O enriguecimento enzimatico, pode
ser observado considerando que a atividade especifica esta diretamente relacionada com a
pureza da enzima, apresentando um percentual de 1,387% para o fator de purificacao (F.P)

Tabela 1. Avaliacdo da pré-purificacdo da enzima peroxidase utilizand® 8Tk

Homogeneizado Ur Pr Ue F.R F.P
sem adicdo de PVF  (U/mL) (U/mg) (U/mg) (%) (%)

E.B 1322+4,50 12,13+0,03 108,99 100 1
0-20% 526+10,50 10,96+0,13 47,99 44,04 0,440
20-40% 1336+2,50 11,96+0,14 111,71 102,50 1,024
40-60% 130+£0,50  4,63+0,02 28,08 25,76 0,257
60-80% 22+3,50 2,40+0,10 9,17 8,41 0,084

80-100% ND ND - - -
S ND ND - - -

Ue — Atividade especifica, {J- Atividade total, P— proteina total, F.R — Fator de recuperacao e F.P—
Fatorde purificagcdo. ND- N&o detectado.
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Tabela2. Avaliacdo da pré-purificacdo da enzima peroxidase utilizandg){8i6} e PVP

Homogeneizado Ur Pr Ue F.R F.P
com adi¢éo de PVF  (U/mL) (U/mg) (U/mg) (%) (%)
E.B-PVP 1417+4,949 11,187+0,09 126,66 100 1
0-20% 690+2,121  9,677+0,04 71,30 56,29 0,562
20-40% 3135+3,535 27,342+0,03 114,66 90,52 0,905
40-60% 22534+8,485 12,817+0,24 175,78 138,78 1,387
60-80% 996+2,828 9,617+0,18 103,57 81,76 0,817
80-100% 192+7,770 2,342+0,02 81,98 64,72 0,647
S 449+1,414  5,507+0,07 81,53 64,37 0,643

Ue — Atividade especifica, {J- Atividade total, P— proteina total, F.R — Fator de recuperacao e F.P—
Fatorde purificacéo.

3.5 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

Para as fracBes obtidas na precipitacdo de proteinas observou-se a presenca de uma ban
maisintensa com peso molecular proximo de 40 kDa, que comparando com o padrao comercial,
pode ser relacionado com a isoenzima peroxidase . A massa molar da peroxidase presente n
feijdo (Phaseolus wulgaris L.) foi determinada através da curva de calibracdo obtida pela
mobilidade dos padrdes de massa moleculares pelas equacoes (2) e (3)

LogMr = —a(Rf)+b (2) e Mr= g a®D+D (3)

An B G D E F G H
~130 kDa-
~100 kDa-
~70 kDa-

~55 kDa-

~40 kDa-

~35 kDa-

y=-1.371x+2.324
R*=0.990

~15 kDa- 0,00 {
0,1 0,203 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Mobilidade relativa

~10 kDa-

Figura 2. Perfil protéico dos extratos de feijRbdseolus vulgarisL.) dialisados. (A)
Marcadores de peso molecular dos padrdes de proteinas (kDa), (B) Peroxidase horseradish
silvestre (Sigma-Aldrich), (C) Fragdo de 0-20%, (D) Fracdo de 20-40%, (E) Fracao 40-60%,
(F) Fracéo 60-80%, (G) Fracédo 80-100%, (H) Extrato bruto do féddas¢olus vulgarisL.).
(I-2.1) Curva de calibracdo com padrdes os proteicos.
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A massa molar obtida para peroxidase comercial e a extraida do felij@seo{us
vulgaris. L) , foi respectivamente , ~44,00 kDa e ~41,68 kDa, valor este que estdo de acordo
com dados da literatura (Nunes, 2011; Sigma, 2014).

3.6 Andlise por voltametria ciclica utilizando bastdo de grafite

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas em intervalo de potencial de -0,2 a
+0,8V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol/L). Inicialmente foi avaliado a influéncia na velocidade de
varredura de 50, 100, 150, 200 e 300 mV/s, utilizando o bastédo de grafite previamente lixado em
solucdo de KFe(CN)/ K4Fe(CN) 6,0 mM em KCI 1,0 mol.t, conforme mostra Figura 3.
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Figura 3. Voltamogramas obtidos em diferentes velocidades de varredura, utilizando bastéao
de graite lixado em solucéo eletrolitica dgfe(CN)/ K4sFe(CN) .

Nos perfis voltamétricos obtidos mostram que o eletrodo de trabalho apresenta
correntes de pico anodicaJle catddica (k) bem mais definidos utilizando varredura de 50

mV/s. Essa velocidade foi padronizada em todos os experimentos para estudo do biossensor
amperometrico.

4. CONCLUSAO

A construgdo de um biossensor enzimatico a partir de feijdo torna-se economicamente
viavel, por ser uma fonte enzimatica de baixo custo e que possui procedimentos de extracao e
concentracao, relativamente simples. O uso de um bastéo de grafite permite a imobilizacdo da
enzima, que em solucao contendo fenol e em presenca do inibidor simazina, pode ser usada
para detectar a presenca de agrotdxicos. Essa deteccao € obtida através de valores de corrente
catddica em amostras liquidas. Estes estudos estdo sendo desenvolvidos no Laboratério de
Sensores Bioldgicos na Escola de Quimica, UFRJ.
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