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RESUMO

A necessidade de métodos mais versateis para a mensuragdo e monitoramento dos
niveis séricos de lipidios tem estimulado a producdo de uma grande variedade de novos
métodos analiticos. O presente trabalho mostra o desenvolvimento de um biossensor
monoenzimatico para deteccdo de triglicerideos empregando a tecnologia de “Screen-
printing” através da qual, foram impressos os eletrodos de referéncia (Ag/AgCl) e o de
trabalho contendo uma mistura de carbono e quitosana. A lipase foi imobilizada por
adsor¢do no eletrodo de trabalho. A lipase soluvel, usando pNPM, apresentou pH 6timo
de 8 e temperatura 6tima de 32,5°C, mantendo cerca de 78,5% da atividade maxima a
25°C (temperatura operacional do biossensor). O Km e Vmax para a lipase soltivel em
relagdo ao pPNPM foram de 0,95 mM e 25,51 U/mg proteina, respectivamente. No
biossensor desenvolvido com apenas lipase imobilizada, usando trioleina como
substrato, foram de 0,148 mM e 262,21 pA/s e 0,304 mM e 85,07 nA/s para a lipase
solavel e TIP sem enzima. Os resultados mostraram linearidade nas respostas de
correntes para trioleina (0,25mM — 2mM), atestando a viabilidade do biossensor
desenvolvido, utilizando unicamente a lipase imobilizada na superficie do eletrodo de

trabalho, podendo ser empregado eficientemente para a detecgdo de triglicerideos.

Palavras-chaves: Biossensor eletroquimico, Lipase, Triglicerideo, Screen-printing.



ABSTRACT

Due to the necessity of more versatile methods for measure and accompany the lipid serum
level, the production of several new analytical methods has been stimulated. This work shows a
development of a monoenzymatic biosensor for triglycerides detection using Screen-printing
technology, in which the reference electrodes (Ag/AgCl) and work electrode containing a
mixture of carbon and chitosan 5% (w/w) were printed. The enzyme lipase was immobilized by
adsorption on the work electrode. The soluble lipase presented optimum pH of 8.0, temperature
of 32.5°C, keeping around 78% of its maximum activity at 25°C (biosensor work temperature).
Km and Vmax for soluble lipase using pNPM as substrate were 0.95 mM and 25.51 U/mg
protein, respectively. However for the developed biosensor with immobilized lipase only using
triolein as substrate Km and Vmax were 0.148mM and 262.21 pA/s, 0.34 mM and 85.07 pA/s
for soluble lipase and TIP without enzyme, respectively. The results showed linearity when
triolein was used as substrate (0,25mM — 2mM) certifying the viability of the biosensor
developed, using only immobilized lipase on the surface of work electrode, suggesting that it
can be efficiently employed in the triglicerides detection.

Keywords: electrochemical biosensors, Lipase, Triglycerides



1. INTRODUCAO

O biossensor pode ser definido como um sensor quimico que detecta um composto
quimico ou uma espécie bioldgica (analito) simplesmente através da reacdo com um
material biologicamente sensivel, gerando um sinal analitico (ALFAYA et al. 2002;
POHANKA et al., 2008). A crescente necessidade de identificagdo e quantificacdo de
metabolitos de forma rapida, especifica e em quantidades de amostras muito pequenas
(liquidos corpdreos) no campo da medicina, impulsionou o desenvolvimento dos
biossensores nos ultimos anos.

Biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas
existentes para determinagdo de triglicerideos devido as suas caracteristicas unicas, tais
como: seletividade, relativo baixo custo de construcao, potencial para miniaturizagao,
facilidade de automacdo e construgdo de equipamentos simples e portateis para
monitoramento (ROSATTO et al., 2001; RICCARDI et al., 2002; MARQUES et al.,
2008). Portanto, seguindo esse mesmo objetivo pode-se pensar na construgcdo de

biossensores para mensura¢do da concentragado de triglicerideos.

1.1 TRIGLICERIDEOS

Os Triglicerideos (TGs) sdo os lipideos mais simples e abundantes que contém
os acidos graxos como unidades fundamentais, também conhecidos como gorduras ou
gorduras neutras. Os TGs sao ésteres do glicerol com trés moléculas de acidos graxos, e
sdo componentes principais de armazenamento ou depoésito de gorduras nas células das
plantas e animais, mas ndao sdo normalmente encontrados em membranas. Outra

caracteristica importante ¢ que suas moléculas sdo hidrofobicas, nao-polares, pois nao




contém grupos funcionais eletricamente carregados ou altamente polares (LEHNINGER
et al., 2007).

Os TGs sao formados basicamente por uma molécula de glicerol, que esté ligado
a trés radicais de acidos graxos (Figura 1). O glicerol ¢ um composto com trés atomos
de carbono (C), cada um dos quais contendo uma cadeia lateral alcool. O C* é um atomo
de carbono proquiral, e pode tornar-se assimétrico quando diferentes grupamentos estio
ligados as hidroxilas de C' e C’; naturalmente ocorrem derivados do glicerol que
correspondem ao L-gliceraldeido. A ligacdo de um &cido graxo a um dalcool produz
ésteres e estas sdo ligacdes de baixa energia. Os trés acidos graxos que ocorrem em cada
TG sdo em geral diferentes. Além disso, as acilas em C* sdo em geral insaturadas. A
manteiga e a margarina consistem, predominantemente de triglicerideos (FERRER et

al., 2000).
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Figural. Estrutura basica da molécula de triglicerideo

Os TGs existem em muitos tipos diferentes, dependendo da identidade e posi¢ao
dos trés acidos graxos esterificados ao glicerol. Aqueles que contém um tUnico tipo de
acido graxo, em todas as posicdes, sdo chamados de triglicerideos simples, e sdo

denominados de acordo com o 4acido graxo que contenham. Os exemplos sdo o



triestearoilglicerol, o tripalmitoilglicerol e o trioleilglicerol, que contém respectivamente
o acido estearico, o acido palmitico e o acido oléico. Os nomes mais triviais € mais
comumente usados destes triglicerideos simples sdo respectivamente triestearina,
tripalmitina e trioleina. Os TGs que contém dois ou mais acidos graxos diferentes sdo
chamados de triglicerideos mistos. A maioria s3o gorduras naturais, como as do 6leo de
oliva, da manteiga e outras gorduras alimentares, sdo misturas complexas de TGs
simples e mistos, contendo uma variedade de acidos graxos que diferem na extensao da
cadeia e no grau de saturacdo (LEHNINGER et al., 2007).

As propriedades dos acidos graxos e dos lipideos deles derivados sdo muito
dependentes de seu comprimento de cadeia e de seu grau de saturacdo. Os dcidos graxos
insaturados tém o ponto de fusdo menor do que os saturados do mesmo comprimento.
Por exemplo, o ponto de fusdo do acido esteédrico ¢ de 69,6°C, enquanto o do oléico
(que contém uma dupla ligagao cis) ¢ de 13,4°C. Os pontos de fusdo dos acidos graxos
poliinsaturados da série em C'® sdo ainda mais baixos. O comprimento de cadeia
também afeta o ponto de fusdo, como ¢ observado quando comparamos as temperaturas
de fusdo do 4cido palmitico (C”’), que ¢ de 6,5°C, abaixo da temperatura de fusdo do
acido estearico (C'®). Desse modo, o comprimento pequeno da cadeia e a insaturagio
aumentam a fluidez dos acidos graxos e de seus derivados (STRYER et al., 2008).

Os TGs contendo apenas acidos graxos saturados, como a triestearina, o
principal componente da gordura bovina, sdo s6lidos gordurosos brancos a temperatura
ambiente. Os TGs que contém trés acidos graxos insaturados, como a trioleina, o
principal componente do 6leo de oliva, sdo liquidos. A manteiga ¢ uma mistura de
triacilglicerdis, alguns dos quais possuem 4cidos graxos de cadeia relativamente curta.
Como os acidos graxos de cadeia curta possuem pontos de fusdo baixos, eles conferem

a manteiga sua maciez a temperatura ambiente (LEHNINGER et al., 2007).



Os TGs naturais sdo insoluveis em agua, possuem uma densidade especifica
menor do que a da agua, o que explica o fato do 6leo formar a camada superior dos
molhos de salada, 6leo-vinagre. Os TGs facilmente se dissolvem em solventes nao
polares, como o cloroférmio, benzeno ou éter, que freqiientemente sdo usados para
extrair as gorduras dos tecidos. Sofrem hidrolise quando aquecidos com acidos ou bases
ou quando atacados enzimaticamente pela lipase, secretada no intestino delgado pelo
pancreas (LEHNINGER et al., 2007).

Os TGs sdo reservas altamente concentradas de energia metabdlica porque sao
reduzidos e anidros. Nos mamiferos, o principal local de acimulo de TGs ¢ o
citoplasma de células adiposas (células gordurosas). O evento inicial na utilizagdo de

gordura como fonte de energia ¢ a hidrolise de TGs por lipases (STRYER et al. 2008).

1.2 LIPASES

As lipases (Figura 2) sdo biocatalisadores extremamente versateis € muito
eficientes (YIN et al.,2006), que, ao lado de esterases e proteases, t€ém uma posi¢ao de
destaque nestes meios reacionais, devido a gama de reacdes catalisadas por estas
enzimas em sistemas organicos com baixo teor de agua (esterificagdo, interesterificacao,
aminodlise, lactonizagdo), a estabilidade apreciavel nestes ambientes e a possibilidade de

utilizacao de condicdes reacionais brandas (BOUAID et al., 2007).



Figura 2. Estrutura quaternaria da lipase de Candida albicans.
(ERICSSON et al, 2008)

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligacdes ésteres presentes em acilglicerois (Figura 3),
liberando 4acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases
(DALLA-VECHIA et al, 2004). Em geral, as lipases exercem as suas acgdes
biocataliticas na presenca de substratos insoliiveis em dgua e emulsionados, a nivel da
interface lipideo/dgua (PINHEIRO et al, 2007; PIMENTEL et al., 2007). O sitio
catalitico ¢ formado pela triade catalitica Ser-His-Asp/Glu, que se repete em todas as
estruturas e ¢ freqiientemente protegido na molécula por uma “tampa” hidrofoébica ou
“lid” que ao interagir com a interface lipideo/agua sofre uma mudanga conformacional,
expondo o sitio ativo. A presenca da “tampa” na estrutura da enzima e a propriedade de
ativagdo interfacial passaram a ser fatores determinantes para a caracterizagdo de

lipases. Estudos de raio-X realizados por Ericsson e colaboradores, com a lipase da



Candida Antarctica, revelaram a existéncia de uma “tampa” similar recobrindo a triade

catalitica Ser-His-Asp (ERICSSON et al., 2008).

CH;OCOR CH-0H

H,0COR _LP3se _ CL.OH 4 RCOOH + R'COOH 4+ R°COOH
CH,OCOR" (|3H2C}H
Trighyceride Glycerol Fatty acids

Figura 3: Reagfo de hidrélise do triglicerideo catalisada pela lipase.

A diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase (E.C. 3.1.1.1) esta no fato de
que a primeira catalisa reagdes de substratos insoliveis em agua, enquanto que uma
esterase atua em substratos soluveis (ALVAREZ-MACARIE et al., 1999). Em 1958,
Sarda et al. propuseram definir as lipases a partir de sua caracteristica cinética, que ¢ a
propriedade de ativacdo na presenga de substratos insoliveis em agua e emulsionados,
ou seja, na presenga de uma interface lipideo/agua. As lipases seriam ativadas na
presenca de ésteres emulsionados, enquanto as esterases ndo apresentariam esta
ativagdo, exercendo sua fun¢ao hidrolitica sobre substratos soliveis em agua (SARDA
etal., 1958; COSTA et al.; 1999).

As lipases s3o encontradas em tecidos de varios animais, plantas e
microrganismos, dentre as quais as mais utilizadas sdo de Humicola lanuginosa,
Rhizopus delemar, Geotrichum candidum, Mucor miehei, Pseudomonas glumae,
Candida rugosa, Candida antarctica, Chromobacterium viscosum, lipases pancreatica
de cavalo, lipase pancredtica humana e lipase pancreatica, as quais tém suas estruturas
determinadas. A massa molecular destas enzimas varia de 20-75 kDa. Seu ponto
isoelétrico varia em uma faixa de 3,6 e 7,6, sendo majoritariamente acidicas, com pl

entre 4 ¢ 5 (FERRER et al., 2000; MAYORDOMO et al., 2000).



Nas ultimas décadas tem sido feito muito uso dessa classe de enzima na
fabricacdo de produtos comerciais que vao desde produtos alimentares e detergentes
téxtil a drogas farmacéuticas (PIMENTEL et al, 2007). As lipases sdo capazes de
catalisar reacdes de hidrdlise, esterificagdo, transesterificagdo e lactonizacgao (Figura 4).
Esta flexibilidade aliada a diferentes possibilidades de especificidade de substrato
existentes entre as diferentes lipases e confere a estas enzimas um potencial enorme de

aplicagdes em diversas areas (GHANDI et al., 1997).
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Figura 4. Reagdes Catalisadas por Lipases
Fonte: PAQUES et al., 2006



Entre os processos quimicos de maior interesse industrial estdo as reacgdes
catalisadas pelas lipases, as quais representam aproximadamente 20% das
biotransformag¢des realizadas atualmente (FABER, 2000). As razdes desse enorme
potencial biotecnolégico das lipases incluem fatos relacionados com: I) sua alta
estabilidade em solventes organicos; II) ndo requerem a presenga de cofatores; III)
possuem uma larga especificidade pelo substrato e IV) exibem uma alta

enantiosseletividade (GANDHI, 1997).

1.3 HIDROLISE ENZIMATICA DE TRIGLICERIDEOS

O processo de hidrdlise enzimatica precisa de dois requisitos: a formagdo de
uma interface lipideo/dgua e a absor¢do da enzima nesta interface (PIMENTEL et al.,
2007). Assim, quanto maior a interface, maior a quantidade de enzima adsorvida,
acarretando taxas de hidrolise mais elevadas (BALCAO et al., 1996). Diferentes
parametros podem influenciar o desempenho da hidrolise de o6leos e gorduras e,
conseqiientemente, diversas técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de
hidrélise de gorduras usando lipases como catalizadores (OLIVEIRA et al., 1999).

A hidrolise do o6leo de palma foi investigada para obtencdo de mono e
diacilglicerois empregando preparagdes de lipases de fontes microbianas (Candida
rugosa), vegetal (gérmen de trigo) e animal (pancreas de porco). Entre as lipases
testadas, as taxas de conversdo de hidrdlise mais elevada foram obtidas com a lipase de
Candida rugosa, apresentando atividade 6tima a 37°C e pH=7,5 (KHOR, et al. 1986).

Estudos com a hidrdlise de sebo e 6leos de coco e oliva, utilizando lipase de

Candida rugosa, Aspergillus Niger e Rizhopus arrhius, foram realizados onde a reagdo



em emulsdo foi conduzida em sistemas de frascos agitados, obtendo-se altos valores de
conversao (97-99% em 72h) segundo Linfield et al., 1984.

Park et. al., (1998) estudaram a hidrélise de 6leo de soja com diferentes tipos de
lipases tendo como principal objetivo a comparagdo das atividades dessas enzimas em
sistemas isolados e combinados. Apds 10h de reagdo, verificou-se que os sistemas
combinados de lipases microbianas, tais como Penicillium sp. e Rhizopus niveous,
forneceram rendimentos mais elevados com 98,0 ¢ 99,5% de hidrolise, que os obtidos
em sistemas contendo apenas uma lipase (7,2 e 44,4% de hidrolise).

O uso de solventes no meio reacional também tem sido responsavel pelo
aumento das taxas de hidrdlise dos triacilglicerdis. Diferentes solventes foram testados
no processo de hidrolise de 6leos em sistema com emulsdo, e o isoctano foi considerado
o mais adequado (MUKATAKA, et al, 1985). A hidrélise do 6leo de oliva catalisada
pela lipase de Candida rugosa, em um sitema emulsificado apenas por agitagdo
mecanica, apresenta taxas de hidrolise similares as obtidas nos sistemas reacionais
contendo emulsificante (WANG, 1988).

A hidrolise enzimatica em 4cidos graxos, a partir de 6leos comerciais de alta
acidez como o de coco, soja, mostarda, girassol e arroz, foi investigada por Ghosh e
Bhattacharyya (1995). Acilglicer6is neutros de 6leos de alta acidez foram hidrolisados
por lipase de Candida rugosa quase completamente, num periodo maximo de 48h. O
oleo de coco, com acidez inicial de 69,2% em acido laurico, foi hidrolisado numa
temperatura de 35°C durante 48h, atingindo acidez final de 80%.

Oliveira et al. 1999, analisaram a influéncia da concentragdo de lipase e do
tempo de reacdao no desempenho da hidrolise da gordura de babagu por lipase comercial,
empregando a metodologia de superficie de resposta, sendo obtidas taxas de conversdo

entre 6,52% e 41,44%. O ponto 6timo do processo (maior porcentagem de hidrolise no



menor tempo possivel), entretanto, ndo foi alcancado, tendo em vista que o
planejamento fatorial proposto ndo cobriu a faixa correspondente a maiores tempo de

reacao.

1.4 METODOS DE IMOBILIZACAO ENZIMATICA

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a
estabilidade em solventes organicos (SOARES et al., 1999). Além disso, ndo deverdo
ocorrer alteragdes estruturais, bem como modificagdes no sitio ativo. A imobilizagao
pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém nao existe uma
regra que prediga a manutencdo destes parametros apds o processo de imobilizacdo
(SOARES et al., 1999).

Na literatura, véarios métodos t€ém sido descritos e utilizados para contornar os
possiveis problemas de instabilidade e otimizar as vérias aplicagdes (VILLENEUVE et
al., 2000; PAIVA et al., 2000, DALLA-VECCHIA et al, 2004; BRUNO et al., 2004,
PIMENTEL et al., 2007). Em reagdes quimicas e bioquimicas, o uso de enzimas puras
pode ser dispendioso e seu descarte apds o uso ¢ economicamente inviavel. Além disso,
a recuperacdo do meio reacional pode ser dificil (FABER, 2000).

A imobiliza¢do pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da enzima em um
material insoltivel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligagdes cruzadas,
confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacdo através de

uma membrana polimérica (REJASSE et al., 2003). A Figura 5 mostra,



esquematicamente, a classificacdo dos principais métodos utilizados para imobilizagao

de enzimas
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Figura 5. Métodos de imobilizagdo de enzimas
Fonte: DALLA-VECCHIA et al., 2004

1.5 BIOSSENSORES

Muitos procedimentos analiticos, para sua execucdo, precisam de uma
instrumentagdo complexa e pessoal capacitado. Os sensores quimicos sdo dispositivos
pequenos, robustos, portateis, de facil manipulacdo e ndo hé necessidade de adicdo
continua de reagentes para o seu funcionamento, podendo, com essas caracteristicas,
fornecer informacdes precisas e confiaveis continuamente (ALFAYA et al, 2002).

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
um biosensor eletroquimico pode ser definido como um dispositivo independente que ¢
capaz de fornecer uma informagao analitica especifica quantitativa ou semi-quantitativa
utilizando um elemento de reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico), que ¢é

mantida em contato direto com um elemento de transducao eletroquimica.



Quando este elemento bioldgico é uma enzima, estes sensores sdo denominados
biossensores enzimaticos que, entre outros, podem fazer uso da atividade enzimatica
como sinal analitico a ser monitorado. O principal objetivo de um biossensor ¢ produzir
um sinal eletrdnico proporcional em magnitude e/ou freqiiéncia a concentracdo de um
determinado analito ou grupo de analitos que interagem com um elemento biossensivel
(MARQUES et al., 2008).

Segundo Riccardi et al. (2002), de acordo com o transdutor utilizado, o
biossensor pode ser classificado como eletroquimico (potenciométrico, amperométrico e
condutimétrico), optico (medida de luminescéncia, fluorescéncia, elipsiometria, etc.),
detector de massa (relaciona a oscilagdo da freqiiéncia dos cristais piezelétricos com
variagdo da massa).

O transdutor amperométrico (Figura 6) emprega a medida de intensidade de
fluxo corrente de uma célula eletroquimica a um potencial baixo e fixo em relagdo a um
eletrodo de referéncia, sendo a corrente gerada por rea¢do redox na superficie sensitiva,

proporcional a concentracao do analito (LIU et al., 2005).

Electronic
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Figura 6. Esquema didatico de um transdutor amperométrico.
Fonte: WILLNER & WILLNER et al., 2001

A grande aplicabilidade dos biossensores esta relacionada as suas vantagens,
podendo-se destacar: sensibilidade, seletividade, especificidade, respostas rapidas,

potencial para miniaturizagdo, nimero variavel de enzimas disponiveis comercialmente,



além de uma grande variedade de metodologias empregadas na construgdo destes
sensores bioldgicos (MARQUES et al., 2008).

Os primeiros biossensores amperométricos foram descritos pelos eletrodos
desenvolvidos e descritos por Clarck & Lyons (1962), numa aplicagdo para
determinagdo de glicose. Estes sdo conhecidos como eletrodos de enzima, nos quais
acoplaram a enzima glicose oxidase a um eletrodo amperométrico e a concentragdo de
glicose foi medida através do consumo de O, (CROUCH et al., 2005).

Atualmente os biossensores apresentam aplicagdes nas mais diversas areas:
diagnéstico clinico, monitoramento intensivo da saude, monitoramento em tempo real,
industria de alimentos, controle do meio ambiente controle de infec¢des hospitalares, na

biodefesa, entre outras (SILVA et al., 2007).

1.6. ELETRODOS FABRICADOS POR SCREEN-PRINTING

A técnica de screen-printing ¢ um processo mecanico de fabricacdo de filmes
condutores, largamente utilizados no mercado, onde tintas condutoras sdo passadas
através das aberturas de uma tela e depositada sobre um substrato (WILL et al., 2000).
Esta técnica foi inicialmente desenvolvida para atender as necessidades da industria de
circuitos eletronicos, mas mostrou-se bastante interessante para a fabricacdo de
eletrodos para pilhas combustiveis e biossensores (DEBEDA-HICKEL et al., 2005),
produzindo filmes homogéneos com espessuras que podem chegar a menos de 10 um,
dependendo da abertura da tela utilizada (DOLLEN et al., 2005).

As primeiras propostas cientificas com sucesso para o desenvolvimento de
biossensores eram baseadas em sensores eletroquimicos para diversos metabolitos

clinicos, tais como para deteccdo da glicose (KAFI et al. 2006), da creatinina



(RADOMSKA et al., 2004), do lactato (D’AURIA et al, 2000), da uréia (BARHOUMI
et al, 2005), fosfatase alcalina (RAO et al., 2006) ¢ do colesterol sérico (SINGH et al.,
2007). Os biossensores eletroquimicos ja vém sendo estudados por algum tempo
mostrando ser uma ferramenta viavel para a deteccdo de analitos de interesse clinico,
monitoramento ambiental e controle de processos (WANG, 1998). Atualmente, os
transdutores baseados em semicondutores e os eletrodos screen-printed representam
uma plataforma tipica para a construgdo dos biossensores (POHANKA & SKLADAL,
2008)

A construgdo de eletrodos com a tecnologia screen-printing surgiu com a
expectativa de suprimir a procura por eletrodos com praticidade operacional,
proporcionando assim a oportunidade de realizar uma grande gama de anélises clinicas,
ambientais e industriais, sem a necessidade de estar em um laboratdrio para execugdo
desssas mesmas analises (BRUNETTI et al, 2000; HART et al. 1997). Essa técnica
mostrou ser um procedimento simples e de baixo custo, onde uma tinta condutora é
revestida sobre um suporte inerte, podendo este ser de PVC ou material ceramico. Esses
eletrodos sdo potencialmente portateis, de facil operacionalidade e de fabricacdo
simples, aliados ao baixo custo, juntamente com a sua versatilidade e aplicabilidade
permitem, a producdo de dispositivos descartaveis, conforme a Figura 7

(STRADIOTTO et al. 2003).



Figura 7. Eletro Impresso (screen-printed electrode).

Na confec¢do dos eletrodos impressos (EI) sdo utilizadas uma variedade de
tintas condutoras, sendo as tintas de carbono e de metais pesados as que apresentaram
melhores resultados com essa finalidade. Levando em consideracdo que o carbono ¢
barato e apresenta boa condutividade, ¢ o mais utilizado para o desenvolvimento de
eletrodos (HART et al., 1997). Essas tintas condutoras, largamente empregadas na
confeccdo dos eletrodos screen-printed, sdo facilmente encontradas no mercado. Na
literatura, podemos encontrar inimeros trabalhos descrevendo a aplicacdo dessas tintas
e em métodos automatizados aliados a uma grande aplicabilidade com caracteristicas
atoxicas, pois, muitas delas empregam solventes seguros (RAO et al., 2006; CARPINI
et al., 2004, RICCI et al. 2002).

Os sensores amperométricos baseados na técnica de screen-printing tém
mostrado serem promissores ¢ bem sucedidos nas aplicagdes para a determinagdo de
biomoléculas, drogas, microrganismos e toxinas ambientais (PODESTA et al, 2004).
Como exemplo de aplicagdo em amostras bioldgicas temos o trabalho de Della Seta et

al. (2004) onde testaram diferentes membranas permeaveis (celulose e araldite™) ao



oxigénio, em eletrodos fabricados pela técnica de screen-printed, para detec¢dao de
glicose obtendo boa performance em termo de sensibilidade, estabilidade e correlagdo
linear entre a corrente produzida e a concentracdo de glicose testada, quando
comparados a um eletrodo impresso de carbono sem o emprego da membrana.

Em outro trabalho, Minakshi (2008) desenvolveu um biossensor para
determinagdo de triglicerideos imobilizando lipase, glicerol-kinase e glicerol-3-fosfato
oxidase no eletrodo de trabalho (platina), usando um eletrodo de Ag/AgCl como
referéncia e um eletrodo de Ag como auxiliar. O eletrodo mensurava os eletros gerados
pelo H,O, no potencial de 0,4V formado na reacdo da trioleina com as enzimas co-
imobilizadas no biossensor. Uma relagcdo linear entre a quantidade de trioleina e a
corrente formada foi obtida nas concentragdes de 0,2-3,5mM. Nesse trabalho foi
encontrado um coeficiente de correlagdo de r=0,91 entre os valores de triglicerideos
séricos obtidos com o biossensor, quando comparados com os kits enzimaticos
colorimétricos comerciais.

Em pesquisa desenvolvida por Hsu et al. (2006), onde desenvolveram um
eletrodo screen-printed para uso em Flow Injection Analysis (FIA), com o objetivo de
medir a glicose em plasma humano. Foi utilizado um eletrodo de cobre como sendo o
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), e um eletrodo auxiliar de
platina. Foram coletadas 2 mL de sangue total de 15 voluntérios. Posteriormente, essas
amostras foram diluidas 200 vezes em NaOH 0,1M, antes de serem injetadas no sistema
proposto. O método foi validado comparando com um instrumento ja acreditado para
analise de glicose, descrito como YSI®. Os resultados encontrados se mostraram
satisfatorios, podendo ser aplicado na clinica e em amostras ambientais.

Em 2004, Podesta e colaboradores empregaram a técnica de screen-printing na

confeccdo de EI para deteccdo de pesticidas organofosforados. Nessa pesquisa foi



utilizado um eletrodo de trabalho de pasta de carbono e tinta de prata cloreto de prata
para o eletrodo de referéncia. Os eletrodos foram fabricados para serem utilizados tanto
em andlises por batelada como em FIA. Os resultados obtidos mostraram uma alta
sensibilidade, com a menor detec¢do limite na concentracdo com cerca de Sppb de
organofosforados, valor esse que estd dentro de uma faixa de seguranga toxicologica,
uma vez que a convencdo internacional que avalia a concentragdo de residuos de
pesticidas em alimentos, determina que o limite méaximo permitido ¢ de 50 ppb
(CODEX ALIMENTARIUS, 2000).

Sharma et al., (2006) desenvolveram um imunossensor amperométrico para
deteccdo de vibrio cholerae, importante patégeno para satde ptblica, em amostras de
agua doce e salgada, com concentragdes (UFC/mL) padrao dessa bactéria, utilizando
um dispositivo eletrodo screen-printed. Esse eletrodo empregou tinta carbono,
caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos, optimazacdo das dilui¢des do anticorpo. A
metodologia empregada nas condi¢des desse experimento mostrou-se simples e viavel
para o monitoramento do vibrio cholerae, levando em média cerca 50 minutos para
obtencdo dos seus resultados, enquanto que a metodologia convencional leva em média
5 dias para confirmacao da presenca desse patdgeno em amostras de dgua.

Shyuan et al. (2006) construiram um biossensor para detec¢do de acido 2,4-
diclorofenolacético (2,4-D), um pesticida organofosforado, baseado em eletrodo de
carbono screen-printed. No eletrodo de trabalho foi depositado um filme de quitosana e
imobilizada a enzima fosfatase alcalina. O 2,4-D foi determinado pela quantificagdo da
inibicdo da fosfatase alcalina. Acido ascorbico 2-fosfato (AA2P) foi utilizado como
substrato para indicar a inibi¢do do 2,4-D. A reac¢do enzimdtica foi monitorada
amperometricamente com potencial de +600 V e pH 6timo 8,5. Houve resposta linear

para o intervalo de 10-80uM para o substrato AA2P.



Laschi et al. (2005) trabalharam no desenvolvimento de um sensor usando a
tecnologia screen-printed para analise de chumbo em amostras ambientais. Os eletrodos
foram confeccionados usando uma maquina para screen-printing conhecida como DEK
248 screen-printing machine (DEK, Weymouth, UK). O sensor consistiu de trés
eletrodos: um eletrodo de trabalho de ouro; um eletrodo de referéncia de prata e um
eletrodo auxiliar de grafite. Os parametros analisados permitiram a detec¢do de 0,5ug/L
de chumbo por litro de agua, em um espaco de tempo de 120s, mostrando ser uma
ferramenta promissora para pesquisa desse metal pesado no monitoramento de efluentes
ambientais por ser uma alternativa viavel de uso quando comparado aos eletrodos de
mercurio e cadmio.

Portanto, diante do exposto pode-se observar que os eletrodos screen-printed sdo
amplamente aceitos na eletroquimica como sensores descartaveis empregados
largamente no monitoramento clinica para diversas biomoléculas, monitoramento
ambiental (pesticidas e metais pesados) proporcionando uma rapida e simples

determinag¢do analitica, aliadas ao baixo custo e a facilidade de fabrica¢ao.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral
Desenvolvimento de um Biossensor Amperométrico Monoenzimatico para

Determinacdo de Triglicerideos Utilizando a Tecnologia Screen-printed.

2.2  Objetivo Especificos

e C(Caracterizagdo fisico-quimica e cinética da lipase;




e Producdo dos “TIPs” via “screen-printing”’;
e Imobilizagao da lipase nos TIPs;
e Estudo dos parametros eletroquimicos da lipase imobilizada;

e Estudo dos parametros eletroquimicos da lipase solavel.
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RESUMO

A necessidade de métodos mais versateis para a mensuragdo e monitoramento dos
niveis séricos de lipidios tem estimulado a producdo de uma grande variedade de novos
métodos analiticos. O presente trabalho mostra o desenvolvimento de um biossensor
monoenzimatico para detec¢ao de triglicerideos empregando a tecnologia de “Screen-
printing” através da qual, foram impressos os eletrodos de referéncia (Ag/AgCl) e o de
trabalho contendo uma mistura de carbono e quitosana. A lipase foi imobilizada por
adsor¢ao no eletrodo de trabalho. A lipase soltivel, usando pNPM, apresentou pH 6timo
de 8 e temperatura 6tima de 32,5°C, mantendo cerca de 78,5% da atividade maxima a
25°C (temperatura operacional do biossensor). O Km e Vmax para a lipase soluvel em
relagdo ao pPNPM foram de 0,95 mM e 25,51 U/mg proteina, respectivamente. No
biossensor desenvolvido com apenas lipase imobilizada, usando trioleina como
substrato, foram de 0,148 mM e 262,21 nA/s e 0,304 mM e 85,07 uA/s para a lipase
soluvel e TIP sem enzima. Os resultados mostraram linearidade nas respostas de
correntes para trioleina (0,25mM — 2mM), atestando a viabilidade do biossensor
desenvolvido, utilizando unicamente a lipase imobilizada na superficie do eletrodo de

trabalho, podendo ser empregado eficientemente para a deteccao de triglicerideos.

Palavras-chaves: Biossensor eletroquimico, Lipase, Triglicerideo, Screen-printing.

ABSTRACT



Due to the necessity of more versatile methods for measure and accompany the lipid
serum level, the production of several new analytical methods has been stimulated. This
work shows a development of a monoenzymatic biosensor for triglycerides detection
using Screen-printing technology, in which the reference electrodes (Ag/AgCl) and
work electrode containing a mixture of carbon and chitosan 5% (w/w) were printed. The
enzyme lipase was immobilized by adsorption on the work electrode. The soluble lipase
presented optimum pH of 8.0, temperature of 32.5°C, keeping around 78% of its
maximum activity at 25°C (biosensor work temperature). Km and Vmax for soluble
lipase using pNPM as substrate were 0.95 mM and 25.51 U/mg protein, respectively.
However for the developed biosensor with immobilized lipase only using triolein as
substrate Km and Vmax were 0.148mM and 262.21 uA/s, 0.34 mM and 85.07 pA/s for
soluble lipase and TIP without enzyme, respectively. The results showed linearity when
triolein was used as substrate (0,25mM — 2mM) certifying the viability of the biosensor
developed, using only immobilized lipase on the surface of work electrode, suggesting
that it can be efficiently employed in the triglicerides detection.

Keywords: electrochemical biosensors, Lipase, Triglycerides

1. INTRODUCAO

O conhecimento do perfil lipidico estd despertando grande interesse nos ultimos
anos por ser um importante pardmetro no diagnoéstico clinico. A andlise das
concentragdes de triglicerideos em amostras de sangue ¢ importante no diagndstico e
prevencdo de um grande numero de desordens clinicas como a hipertensao,
arteriosclerose, doengas coronarianas e trombose cerebral, existindo correlagdo positiva

4 . Rt . l
entre seus niveis Sericos € doengas cardiovasculares .



Vérios métodos analiticos podem ser usados para determinagdo de triglicerideos
incluindo colorimétrico, espectrométrico e métodos eletroquimicos”.

A necessidade de métodos analiticos mais versateis para a mensuragdo e
monitoramento dos niveis séricos de lipideos tem estimulado a producdo de uma grande
variedade de técnicas analiticas. Biossensores representam uma ferramenta promissora
para suplementar as técnicas existentes para determinacdo de triglicerideos devido as
suas caracteristicas unicas, tais como: seletividade, relativo baixo custo de construgdo,
potencial para miniaturizagdo, facilidade de automacao e construgdo de equipamentos
simples e portateis para monitoramento. Os métodos eletroanaliticos fazem uso das
propriedades elétricas mensuraveis (corrente, potencial e carga) de um analito quando
este ¢ submetido a uma diferenca de potencial entre eletrodos em uma cela
eletroquimica. Essas medidas podem entdo ser relacionadas com algum parametro
quimico intrinseco do analito’.

Viérias enzimas t€m sido utilizadas em biossensores para determinar analitos de
interesse clinico e ambiental. O acoplamento eletronico entre as enzimas e o eletrodo
nos biossensores pode ser realizado através de diferentes mecanismos: (i) pela
eletroatividade do substrato ou produto enzimatico (biossensores de primeira geragao);
(i1) pelo auxilio de mediadores, livres em solu¢do ou imobilizados juntamente com a
enzima (biossensores de segunda gerag¢do) e, finalmente, (iii) pela transferéncia
eletronica direta entre a superficie do eletrodo e o centro ativo da enzima (biossensores
de terceira geragdo)”.

A voltametria ¢ uma técnica eletroquimica que se baseia nos fendmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de
solugdo adjacente a essa superficie. Essa técnica ¢ classificada como dindmica, pois a

célula eletroquimica ¢ operada na presenca de corrente elétrica (i > 0) que, por sua vez,



¢ medida em fun¢do de um potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo
auxiliar’. Assim, informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio da medigdo da
magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se aplicar um
potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar. O pardmetro ajustado € o
potencial e o parametro medido € a corrente resultante, o registro da corrente em funcao
do potencial ¢ o voltamograma®.

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas da classe das
hidrolases. Seus substratos naturais sdo os triglicerideos ¢ o seu modo de agdo
assemelha-se ao das esterases, porém sua atividade ¢ muito aumentada quando situada
na interface polar/apolar e apresenta maior afinidade por 4cidos graxos de cadeia longa.
As lipases s3o capazes de catalizar reacdes de hidrolise, esterificacdo, interesterificacao,
alcodlise, aminoélise e lactonizagdo. Esta flexibilidade aliada a diferentes possibilidades
de especificidade de substrato existentes entre as diferentes lipases confere a estas
enzimas um potencial enorme de aplicagdes’.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico para determinacdo de triglicerideos utilizando a enzima lipase

imobilizada em pasta de carbono e quitosana contida sobre fitas poliméricas (TIPs).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

Os experimentos foram realizados utilizando-se lipase de Candida cylindracea
adquirida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Folhas de polivinilalcool
(PVA) comercial, Mw= 72.000 g/mol. Quitosana, Goma Arabica, Albumina e Trioleina

foram obtidas da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA). Pasta de carbono e tintas



de prata e cloreto de prata, Achenson (Ontario, Canadd). Todos os reagentes utilizados

foram de grau analitico.

2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Medida de atividade catalitica da lipase solUvel

Foi preparada uma solu¢do de p-nitrofenil miristato (PNPM) em isopropanol
com concentracao de 3mg/dL e dissolvida em uma solugdo emulsificante contendo
Triton X-100(2g) e Goma Arabica (0,5g) em Tampao Tris-HCL(450mL) 50mM, pH 8.
A mistura foi homogeneizada numa proporgao de 1:9 v/v. Uma aliquota de 0,9mL desta
mistura de reacdo foi adicionada de 0,ImL da solugdo de lipase (1mg/dl, da preparagao
comercial contendo 48,89 ng de proteina/mL). As absorbancias foram medidas a 410
nm, contra um branco contendo 0,1 mL de tampao fosfato de s6dio 50 mM pH §, em
substitui¢do da enzima, em intervalos de 15 segundos, ao longo de 2 minutos de reagao.
O coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol (e= 1,3 x 10 * M'em™) foi usado para
calcular a atividade enzimatica Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como
a quantidade de enzima capaz de catalisar a producdo de 1 pumol de p-nitrofenol por

minuto nas condigdes experimentais estabelecidas.

2.2.2 Determinacéo do Teor de Proteina
Para determinagdo do teor de proteina nos ensaios enzimaticos foi usado o

método de Lowry et al.®, tendo como padrio albumina de soro bovino.

2.2.3 Caracterizagdo Fisico-Quimica e Cinética da Lipase

2.2.3.1 Efeito do pH na atividade enzimatica



O meio reacional para este ensaio foi composto por pPNPM preparado como
descrito anteriormente utilizando-se os seguintes tampdes (50mM): fosfato de Sodio:
pH= 7,0; 7,5 e Tris-HCIl: pH= 7,5; 8,0; 8,5. A atividade foi medida através do método
de hidrélise do pNPM em temperatura ambiente (25°C) e mantendo-se constante a

concentragdo da solugdo de lipase 1mg/dL.

2.2.3.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

O substrato foi preparado com descrito em 2.2.1 ¢ a mistura reacional incubada
em diferentes temperaturas (20, 25, 30, 35, 40 e 45°C). A atividade foi medida através
do método da hidrolise do pNPM mantendo-se constante a concentracao da solugdo de
lipase 1mg/mL (preparagdo comercial), e a atividade calculada como descrito

anteriormente.

2.2.3.3 Efeito da concentracao do substrato na atividade enzimatica

Uma solugdo de lipase com concentracdo de 1mg/mL (preparacdo comercial) foi
colocada frente a diferentes concentragdes de pNPM (1,5; 3; 4; 6; 8; 12; 24 mg%) para
determinagdo dos parametros cinéticos (Km e Vmax), através do software Enzfitter

version 1.05.

2.3 Producéo dos Tips

Os biossensores foram construidos na forma de TIPs de polivinil alcool (PVA),
sendo a area dos mesmos calculada e adaptada segundo a metodologia descrita por
Mandong et al.’.

Os TIPs foram confeccionados com comprimento de 3 cm. Em sua superficie,

duas linhas condutoras, com 1 mm de largura cada, foram impressas com Tinta de Prata



e secas em estufa a 60°C por 30 minutos Apods a secagem, o eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl) e o eletrodo de trabalho (carbono + quitosana 5%) foram impressos sobre
cada umas das linhas condutoras, com comprimento de 0,8 cm. Os TIPs foram
novamente secos em estufa a 60°C, por 30 minutos e armazenados em dessecador,

conforme podemos observar na Figura 1.
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Figura 1. Modelo esquematico do TIP.

2.4 Imobilizacdo da Lipase nos Tips

A imobiliza¢ao da lipase no eletrodo de trabalho foi realizada colocando-se
10uL da solugdo de lipase (28 mg/mL, preparacao comercial) em tampao fosfato de
sodio (50mM, pH 7), posteriormente permaneceu em repouso sob temperatura de 25°C

durante 60 minutos para adsor¢do da enzima a pasta de carbono/quitosana 5%.

2.5 Preparacgdo da Emulséo de Trioleina

A emulséo de trioleina foi preparada de acordo com Rejeb et al. (2007) '°. Dois
gramas de Trioleina foi homegenizado com 3,5g de goma ardbica ¢ 30 mL de uma
solugdo de albumina 6% (p/v) por aproximadamente 5 minutos. A suspensdo foi
ajustada para 100 mL com solucdo de albumina. A solugdo estoque ¢ estavel por 2

semanas a 4°C.



2.6 Medida da atividade catalitica da lipase no biossensor

Solugdes padrdes, contendo diferentes concentragdes de triglicerideos (0,25 —
2,0 mM) foram colocadas em cubas de reacdo com capacidade de 3mL, nas quais
mergulhou-se os TIPs contendo a lipase imobilizada. A resposta da reagdo enzimatica
no eletrodo de trabalho foi mensurada por voltametria ciclica (50mV/s) com aplicagdo
de potenciais de -0,8V a +0,8V, contra um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. A
atividade da lipase imobilizada foi calculada dividindo-se a variagdo de corrente
observada para cada concentragdo de triglicerideo versus o tempo. O Km e Vmax foram

calculados através do software Enzfitter version 1.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Determinacdo da atividade enzimatica da lipase comercial
3.1.1 Efeito do pH na atividade enzimatica
Inicialmente a lipase de Candida rugosa foi testada utilizando o éster pNPM,
para avaliar a sua aplicag@o no biossensor para triglicerideo.

Nas condi¢des estudadas a lipase soluvel apresentou maxima atividade para
hidrolise do pPNPM em pH 8,0 (15,52 U/mg proteina), como pode ser observado na
Figura 2.
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Figura 2. Efeito do pH na atividade da lipase soltvel utilizando o método do pNPM em tampdes 50mM fosfato
de sodio (pH 7; 7,5) e Tris HCI (pH 7,5; 8,0; 5). (  Tamp&o Fosfato de Sodio; * Tamp&o Tris-HCI).

Pesquisadores utilizando pNPP como substrato encontraram os seguintes
resultados para lipases de diferentes fontes microbianas. Pastore et al. (2003)'' em
estudo para purificacdo parcial e caracterizagdo bioquimica de lipase produzida por uma
linhagem de Rhizopus sp. encontraram um pH 6timo em torno de 7,5 a temperatura de
37°C. Pimentel et al. (2007)"? estudaram a lipase de Candida rugosa obtendo atividade
maxima em pH 7,2 a 30°C. Maia et al. (1999)"* obtiveram para lipase de Fusarium
solani, um pH 6timo de 8,6 a 30°C. Pimentel et al. (2006)'* verificaram que a atividade
maxima de lipase de Penicillium citrinum ocorria na faixa de pH de 8 — 8,5 a 30°C.
Bruno et al. (2005)" estudaram a lipase de Mucor meihei, determinando um pH 6timo
na faixa de 7 a 8. Yi et al. (2009)'® encontraram atividade maxima para lipase de
Candida rugosa no pH 7. Ozyilmaz (2009)'” observou um pH 6timo de 6,5 para lipase
de Candida rugosa.

O pH otimo encontrado neste trabalho foi maior que os publicados para Candida
rugosa e ficou na faixa dos valores citados para lipases de outras fontes como pode ser

observado na literatura acima citada.



3.1.2 Efeito da temperatura na atividade da lipase

A Figura 3 mostra que 32,5°C (média da faixa de 30 — 35°C) ¢ a temperatura
Otima para a lipase soluvel estudada, nas condigdes experimentais, apresentando cerca
de 78,6% da atividade maxima a 25°C (temperatura usada para determinag¢do da

concentragdo de triglicerideos usando o biossensor).
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Figura 3. Efeito da temperatura na atividade da enzima solivel emTampao Tris-HCI 50mM, pH 8.

A temperatura 6tima obtida foi similar a encontrada (30°C) por Ozyilmaz et al.
(2009)'7 ¢ menor que a publicada (50°C) por Yi et al. (2009)'®, para lipase da mesma
fonte. Entretanto ficou na mesma faixa de temperatura 6tima para lipases de diferentes
fontes. A temperatura 6tima para lipase de Rhizopus delemar foi de 30°C, apresentando
80% de atividade entre as temperaturas de 25 e 38°C e nenhuma atividade acima de
45°C (Hass et al., 1992)°. Pastore et al. (2003)'!, obtiveram para lipase de Rhizopus sp.
o maximo de atividade lipolitica em 40°C. Maia et al. (1999)", em estudo de producio
de lipase a partir de Fusarium solani, encontraram temperatura 6tima de 30°C. Pimentel
e colaboradores (2006)"* publicaram a temperatura Otima de 37°C para lipase de

Penicillium citrinum.



3.1.3 Efeito da concentracdo de pNPM sobre a atividade da lipase

A Figura 4 mostra o grafico de Michaelis-Menten para lipase soliivel. Verifica-
se que o aumento da concentracdo de pPNPM de 0,43mM a 1,71 mM resultou em um
incremento significativo na velocidade de reacdo. Entretanto, em concentragdes acima

de 2,29 mM houve inibi¢do da atividade lipolitica por excesso de substrato.
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Figura 4. Efeito da concentragdo do substrato na atividade da enzima soltvel, utilizando 0 método do pNPM
para medida da atividade, em tampé&o fosfato 50mM, pH 8, 25°C.

Foram obtidos os seguintes valores aparentes de Km = 0,95 mM e Vmax = 25,51

U/mg proteina em pH 8 a 25°C (Figura 5).
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Figura 5. Grafico duplo-reciproco da atividade da lipase soltvel em diferentes concentragdes de pNPM/Tris-
HCI 50mM, pHS8.

Ozyilmaz e colaboradores (2009)"7 encontraram o mesmo valor de Km (0,9
mM), mas um Vmax (2,43 U/mg) 10 vezes menor, em pH 7 a 37°C usando pNPP como
substrato. Pimentel et al. (2007)'? encontraram valores aparente de Km = 0,193 mM e
Vmax = 0,428 U/mg para lipase soluvel de Candida rugosa utilizando como substrato o
éster pPNPL e Km = 0,119mM e Vmax = 0,568U/mg quando foi utilizado o pNPP em
pH 8 a 37°C. Ghiaci et al. (2009)"® encontraram valores de Km = 0,268 ¢ Vmax = 0,553
U/mg para lipase livre de Candida rugosa. Todos os autores citados acima encontraram
valores menores de Km ¢ Vmax. Entretanto, nenhum dos autores citados acima usou

como substrato o pPNPM para caracterizacoes fisico-quimica e cinética da lipase.

3.2 Caracterizagao do Biossensor
Os estudos com o biossensor desenvolvidos foram realizados utilizando a lipase
imobilizada no TIP, ou usando a lipase soluvel e o TIP sem enzima para captar os

elétrons gerados na mistura de reagao.

3.2.1 Efeito da concentracgéo de trioleina sobre a atividade da lipase imobilizada



Inicialmente foi realizado um teste utilizando diferentes concentragdes de
trioleina em emulsdo ¢ um TIP sem enzima considerado controle. A Figura 6 apresenta
os voltamogramas resultante da adicdo de diferentes concentragdes de trioleina (0,25 —
2,0 mM) frente a um TIP sem lipase. Os estudos voltamétricos foram realizados com
velocidade de varredura de 0,1V/s, potenciais variando de -0,8V a +0,8V e a
temperatura de 25°C. A figura abaixo mostra que ndo houve proporcionalidade entre as

concentragdes de trioleina e a altura dos picos, comprovando a auséncia de artefatos

durante os voltamogramas com a lipase imobilizada.
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Figura 6. Voltamogramas resultante da adicdo de diferentes concentracdes de trioleina (0,25 — 2,0 mM) frente
aum TIP sem lipase imobilizada (TP branco).

A Figura 7 apresenta os voltamogramas resultantes da adicdo de diferentes
concentragdes de trioleina (0,25 mM — 2 mM), usando a lipase imobilizada no TIP,
onde ¢ possivel observar o aumento proporcional da corrente com o aumento da
concentragdo do analito. Os estudos voltamétricos foram realizados com velocidade de

varredura de 50mV/s e potenciais variando entre -0,8V e +0,8V sobre os eletrodos.



Picos anodicos foram observados a um potencial de 0,25V com amplitude proporcional

a concentracao de triglicerideos a qual eram expostos.
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Figura 7. Estudo voltamétrico (50mV/s) e potenciais variando de -0,8 e +0,8V do biossensor de triglicerideo,
qguando o biossensor foi imerso em solugdes de triglicerideo (0,25 mM — 2,0 mM).

A dependéncia linear dos picos de corrente com a concentracao de triglicerideo
em solucdo possibilitou a constru¢do de uma curva de trabalho, podendo entdo
estabelecer uma relagdo entre a quantidade de elétrons produzidos durante a reagdo

enzimatica e a concentragdo de triglicerideo da amostra a ser estudada (Figura 8).
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Figura 8. Curva padrdo concentracdo de triglicerideos variando de 0,25 a 2,0 mM em biossensor
amperométrico baseada em lipase imobilizada em pasta de carbono e quitosana.

Houve uma linearidade na faixa de 0,25 mM a 2 mM entre a concentracao de
Trioleina e a corrente. Faixa similar de linearidade (0,2 mM a 3,5 mM) foi encontrada
por Minakshi (2008) '°, utilizando um biossensor amperométrico composto por lipase,
glicerol cinase e glicerol-3-fosfato-oxidase imobilizadas em membrana de acetato de
celulose ligada a um eletrodo de platina. Laurinavicius et al. (1996)*° desenvolveram um
biossensor amperométrico constituido por lipase e glicerol desidrogenase, obtiveram
linearidade com concentragdes de trioleato de glicerol at¢ 0,75 mM. Rejeb et al.
(2007)"° construiram um biossensor amperométrico, para dosagem da atividade
lipolitica e determinacdao de triacilglicerol, baseado em um eletrodo screen-printed
modificado com Azul da Prassia, o qual foi constituido por lipase, glicerol
desidrogenase ¢ NADH oxidase e cofatores, mostrando uma linearidade de 0,01 mM a
0,1 mM de triglicerideo. Como pode ser observado todos os biossensores acima citados
sdo sistemas multienzimaticos, mais complexos e onerosos comparados com o

biossensor desenvolvido no presente trabalho.



3.2.2 Efeito da concentracao de trioleina sobre a atividade da lipase soltvel

A Figura 9 mostra os voltamogramas obtidos com a lipase soluvel. Observa-se
que ndo houve uma linearidade entre a quantidade de corrente gerada durante a reacdo e
a concentragdo de trioleina. Como o substrato utilizado encontra-se em emulsdo, os
elétrons formados durante a hidrélise dos triglicerideos pela lipase, ndo sdo transferido
diretamente ao TIP, e alguns se perdem na mistura de reagdo. Essa diminui¢do na
transferéncia de elétrons quando usamos a lipase imobilizada ou a mesma soluvel, fica
melhor evidenciada quando observamos na Tabela 1 o decaimento da atividade

resultante da diminui¢do da captagdo dos elétrons pelo eletrodo.

8,00£-04 -

6,00£-04 -

4,00E-04 -

—_ 2,00E-04 —0,25mM

<

< ——0,5mM

=

c 1

o ——1,0mM

-1 1

o ——1,5mM
—2,0mM

-8,00E-04
Potencial (V)

Figura 9. Estudo voltamétrico da lipase solivel, com potenciais variando de -0,8 e +0,8V, quando o biossensor
foi imersos em solugdes de triglicerideo (0,25 mM - 2,0 mM).

Na Figura 10 podemos observar que ndo houve linearidade entre os picos de
corrente e a concentragdo de triglicerideo, ndo nos permitindo estabelecer uma relagao
entre a quantidade de elétrons produzidos durante a hidrdlise e a concentracdo de

triglicerideo da amostra.
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Figura 10. Curva padrdo concentracdo de triglicerideos variando de 0,25 a 2,0 mM em biossensor
amperométrico com lipase solGvel.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos das atividades lipoliticas utilizando
trioleina em emulsao e lipases imobilizada e solivel. Podemos observar que os valores
de atividade lipolitica obtidos com a lipase imobilizada no TIP foram cerca de 4 vezes
maiores que os encontrados utilizando a lipase solivel no mesmo sistema. Com esses

resultados podemos observar que a lipase imobilizada no TIP foi mais eficiente.

Tabela 1. Atividades das lipases imobilizada e soltvel em fun¢do da concentracéo de trioleina.

Concentracao de Trioleina Lipase Imobilizada no Lipase Solavel
TIP Atividade (LA/S)
Atividade (HA/s)
0,25 mM 158,74 39,85
0,5mM 218,91 54,74
1,0 mM 213,21 60,96
1,5mM 228,56 63,52
2,0 mM 257,91 82,48

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1 foram calculados os
valores aparentes de Km e Vmaéx para as lipases imobilizada e solivel. Os valores
encontrados foram: para a lipase imobilizada, Km = 0,148 mM e Vmax = 262,21 pA/s;

para a lipase soluvel, Km = 0,304 mM e Vmax = 85,07 pA/s. O valor de Km



encontrado para a enzima soluvel no biossensor foi cerca de 3 vezes maior que o obtido
com a enzima imobilizada no TIP mostrando a dificuldade de interag¢do entre a enzima e
o substrato em macroemulsdo e comprovando a eficiéncia do biossensor desenvolvido

contendo a lipase imobilizada.

4. CONCLUSAO

O biossensor para triglicerideos utilizando a tecnologia ‘“screen-printed” e
apenas lipase imobilizada mostrou ser um sistema mais simples ¢ de menor custo
quando comparado com outros biossensores multienzimaticos para triglicerideos. O
biossensor apresentou linearidade nos resultados obtidos, podendo ser eficientemente

empregado para a determinacdo de triglicerideos.
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CONCLUSOES

e Nas condigdes estudadas a lipase soluvel apresentou maxima atividade para

hidroélise do pNPM em pH 8,0;



Foi encontrada uma temperatura 6tima de 32,5°C (média da faixa de 30 — 35°C)
para a lipase soltivel estudada, nas condi¢des experimentais, apresentando cerca
de 78,6% da atividade méxima a 25°C (temperatura usada para determinagdo da
concentragdo de triglicerideos usando o biossensor);

O aumento da concentracdo de pNPM de 0,43mM a 1,71 mM resultou em um
incremento significativo na velocidade de reacdo. Entretanto, em concentragdes
acima de 2,29 mM houve inibicdo da atividade lipolitica por excesso de
substrato;

Houve uma linearidade na faixa de 0,25 mM a 2 mM entre a concentragdo de
Trioleina e a corrente formada durante a hidrolise do triglicerideo, para a lipase
imobilizada,;

Nao houve linearidade entre os picos de corrente e a concentracdo de
triglicerideo, nao nos permitindo estabelecer uma relacdo entre a quantidade de
elétrons produzidos durante a hidrdlise e a concentracdo de triglicerideo da
amostra, para a lipase soluvel,

Quanto aos valores de atividade lipolitica obtidos nesse estudo, foi observado
que as atividades da enzima imobilizada no TIP foi cerca de 4 vezes maior que
os encontrados utilizando a lipase soliivel no mesmo sistema;

O valor de Km encontrado para a enzima soliivel no biossensor foi cerca de 3
vezes maior que o obtido com a enzima imobilizada no TIP, mostrando a
dificuldade de interacdo entre a enzima e o substrato em macroemulsdao, o que
comprova a maior eficiéncia do biossensor desenvolvido contendo a lipase

imobilizada.
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