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RESUMO

O peixe-pedra (Genyatremus luteus) encontra-se ao Atlantico ocidental, desde ao Sul do
Caribe ao Brasil. E um importante recurso pesqueiro dos estados do Maranhdo e Par, esta
espécie sobressai-se nas pescas artesanais realizadas no litoral maranhense, destacando-se
entre varias espécies de importancia econdmica devido a sua grande abundancia e
apreciacdo. O alto consumo gera por consequéncia residuos. Um dos subprodutos do
processamento desta espécie foi utilizado para construg¢do de um biossensor para a deteccao
de pesticidas, especialmente organofosforados, utilizando a inibicdo enzimatica de
acetilcolinesterase encontrada no extrato bruto do cérebro de peixe-pedra (ECPP). Foi
realizada a caracterizacdo do ECPP, temperatura e pH 4timo, estudos cinéticos com
diferentes concentragcbes do substrato. Para construcdo do biossensor, o ECPP foi
adicionado a uma pasta de carbono grafite com o mediador tetracianoguinodimetano
(TCNQ) e Meldola’s Blue. Apds o preparo dos sensores, iniciou a caracterizacdo
eletroquimica do sistema sensor-enzima imobilizada, os resultados foram registrados. A
construcdo deste biossensor vem em substituicdo a acetilcolinesteriase de Enguia Elétrica
comercializado pela Sigma, de elevado preco e néo produzido no Brasil, tornando-se uma

alternativa mais barata para o desenvolvimento de biossensores enzimaticos.

Palavras chave: Enzima, acetilcolinesterase, pesticidas organofosforados, Haemulidade



ABSTRACT

The stonefish (Genyatremus luteus) lies to the western Atlantic, from the South of the
Caribbean to Brazil. It is an important fishing resource of the states of Maranhédo and Para,
this species stands out in the artisanal fisheries carried out in the Maranhdo coast,
highlighting among several species of economic importance due to its great abundance and
appreciation. The high consumption consequently generates waste. One of the byproducts
of the processing of this species was used to construct a biosensor for the detection of
pesticides, especially organophosphates, using the enzymatic inhibition of
acetylcholinesterase found in crude fish-stone brain (ECPP) extract. The characterization
of ECPP was performed, temperature and optimum pH, Kinetic studies with different
concentrations of the substrate. For construction of the biosensor, ECPP was added to a
graphite carbon paste with the tetracyanidinedimethane mediator (TCNQ) and Meldola's
Blue. After the sensors were prepared, started the electrochemical characterization of the
immobilized sensor-enzyme system, the results were recorded. The construction of this
biosensor comes in place of acetylcholinesterase of Electric Eel commercialized by Sigma,
high price and not produced in Brazil, making it a cheaper alternative for the development

of enzymatic biosensors.

Keywords: Enzyme. Acetylcholinesterase. Organophosphate pesticides. Haemuldade.
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1. INTRODUCAO

A agua é um elemento fundamental para a existéncia de vida na terra, sem ela ndo
existe a possibilidade de sobrevivéncia para qualquer ser. E por meio dela, que os relevos
sdo modelados, os solos sdo formados, a fauna, a flora, o clima, a sociedade, enfim, seja de
forma direta ou indireta ela se configura como um propulsor de vida. (SILVA, 2017). A
contaminacdo da 4gua é uma das mais preocupantes por ser um insumo indispensavel ndo
sO aos organismos vivos, mas também a producdo e ao desenvolvimento social e
econdmico (RIBEIRO, 2011).

Nos Ultimos anos, os impactos ambientais de origem antrdpica tém aumentado
consideravelmente a poluicao dos recursos hidricos, afetando todo o ecossistema aquético.
O crescimento industrial e populacional ocasionou um aumento da producédo e emissao de
poluentes nos corpos d’agua (FERREIRA et al., 2017). A contaminacdo do ambiente
aquatico, principalmente das aguas superficiais, tem sido documentada no mundo todo e
constitui uma das maiores preocupacdes que tem surgido no que diz respeito a escala local,
regional e global (KONSTANTINOU et al., 2006). Se ndo removidas durante o processo
de tratamento de agua, esses contaminantes toxicos podem causar a depreciacdo da
qualidade das dguas (CARLOS et al., 2011), representando impactos negativos a ecologia
dos ambientes aquéticos e riscos a saide humana (DIAS et al., 2016).

Os agrotoxicos, quando em contato com o solo, a agua e o ar, podem persistir
nesses compartimentos ambientais e também se acumular no solo e na biota. Os seus
residuos podem ser carreados para as aguas superficiais por escoamento e para as aguas
subterraneas por lixiviagdo (NUNES et al., 2014).

Os pesticidas da ultima geracdo tém sido amplamente usados ao redor do
mundo e sdo altamente toxicos, permanecendo no ambiente e causando sérios problemas
aos ecossistemas e a salde humana. Entre os pesticidas, os inseticidas organofosforados
(OPs) e carbamatos (CBs) representam importante classe de compostos téxicos, sendo que
sua toxicidade € baseada na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), que catalisa a
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), responsavel pelos impulsos nervosos
(MENDONCA et al., 2012).

As acetilcolinesterases de organismos aquaticos sdo bastante utilizadas como
biomarcadores e as razdes de sua utilizacdo se ligam ao fato de poluentes de diversas fontes
chegarem aos recursos hidricos e também & sua alta posic¢do nas cadeias alimentares o que

aumenta deteccdo de anticolinesterasicos bioacumulaves. Os critérios de escolha das
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espécies se ddo atraves de caracteristicas como habitat, ecologia, habitos alimentares,
abundancia e facilidade de captura (ASSIS, 2011).

As condicdes fisiograficas e geograficas da costa do Maranhdo contribuem
positivamente para a existéncia de ambientes favoraveis ao desenvolvimento de uma
grande diversidade de peixes, rotulando assim, o Maranhdo, como um dos principais
produtores de pescado na regido Nordeste do Brasil (NOLETO-FILHO et al., 2012).

Nas pescas artesanais realizadas na Baia de S8o José destacam-se varias
espécies de importancia econémica. A espécie Genyatremus luteus, vulgarmente conhecida
como peixe-pedra, sobressai-se devido a sua grande abundéncia e apreciagdo pela
populacdo da cidade de S&o José de Ribamar, onde ocupa as primeiras posi¢cGes no
“ranking” do consumo diario de pescado (ALMEIDA et al, 2005).

Um biossensor é definido como um tipo de dispositivo analitico que, incorporado
a um material bioldgico, utiliza a seletividade e a sensibilidade do bioreceptor, conectado
a um sensor base (transdutor) (MARTINEZ, 2011).

Os biossensores mais estudados nos ultimos tempos, sdo 0s biossensores
enzimaticos, utilizando a técnica de imobilizacdo enzimatica em um transdutor para a
conversao de reagfes quimicas em corrente, tensdo, ou transformar em qualquer forma de
energia mensuravel (CAMARGO, 2017).

Nas ultimas décadas, biossensores baseados na enzima acetilcolinesterase (AChE)
tém emergido como uma técnica promissora para investigacdes de toxicidade,
monitoramento ambiental, controle de qualidade de alimentos e investigagdes militares. A
principal aplicacdo de biossensores baseados nas AChE’s tem sido para deteccdo de
pesticidas organofosforados e carbamatos por inibicdo enzimatica (SINHA et al, 2010).

Estes dispositivos sdo projetados para complementar ou substituir os métodos
analiticos de referéncia existentes (cromatogréaficos), simplificando ou eliminando a
preparacdao da amostra, diminuindo assim o tempo de analise e os custos (SINHA et al.,
2010). Os biossensores representam, portanto, uma alternativa viavel a ser utilizada durante
estudos envolvendo monitoramento ambiental, porque sua execucédo inclui relativamente
uma alta sensibilidade e seletividade, rapida resposta, baixo custo, além de um facil
manuseio (DONDOI, 2006).

Os biossensores tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido a sua
capacidade de portabilidade, miniaturizacdo e rapidez de resposta (LEITE, 2013). Na
maioria dos casos, para a sua utilizacdo ndo sdo necessarios técnicos ou especialistas,
podendo, em alguns casos, dispensar o uso de reagentes. Podem ser confeccionados para

uso continuo, em linha no processo, ou como descartaveis. Portanto, representam uma
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ferramenta promissora para suplementar as técnicas analiticas existentes (NUNES et al,
2014).

Sendo assim, os biossensores sdo materiais de baixo custo, versateis, de facil
sintese e com grande potencial analitico, sendo considerados dispositivos promissores,
devido sua facilidade de manipulacdo e simplicidade, sendo alvo cada vez mais de
pesquisas em diferentes areas (CAMARGO, 2017).

Devido ao fato do extrato do cérebro de peixe pedra ser uma fonte rica em
acetilcolinesterase, ser de facil extracdo e de baixo custo de producdo, sugere-se que esta
enzima possa ser empregada como biossensor para deteccdo de pesticidas

organofosforados em matrizes ambientais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Construir um biossensor a partir do extrato do cérebro do peixe G. luteus para

deteccdo de pesticidas.

2.2 Especificos

e Determinar e comparar a atividade enzimatica do extrato de cérebro do peixe-pedra e
da enzima comercial;

e Preparar uma pasta sensivel da enzima, contendo o mediador eletroquimico;

e Construir um biossensor do tipo serigrafado contendo enzima e mediador, a partir do
preparo de uma pasta;

e Estudar e otimizar as melhores condic¢des de trabalho (potencial de trabalho, pH, tipo
de mediador eletroquimico, etc) para o sistema biossensor;

e Comparar atividade enzimaética do extrato bruto com a acetilcolinesterase de enguia

elétrica (enzima comercial);



17

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Poluicédo das aguas

A &4gua é um recurso natural essencial & vida e ao desenvolvimento das
comunidades humanas. Entretanto, ndo basta que as populag6es apenas disponham de agua,
€ necessario também que essa agua se caracterize por um minimo de qualidade (AMARAL
et. al, 2003).

A poluicdo de aguas doces é um problema para metade da popula¢do mundial. O
aumento das atividades humanas e industrializacdo tém elevado os niveis de poluentes
fisicos, quimicos e bioldgicos em mananciais. Alem disso, a popula¢do mundial aumenta
em um ritmo acelerado. Agricultura, industria e cidades estdo utilizando mais agua. A
demanda por agua estd dobrando a cada 21 anos, e isso acontece mais rapidamente em
algumas regides especificas (ANIRUDDHA e KUMAR, 2015; AHUJA, 2014; ZINI,
2016).

A escassez e 0 uso intensivo da agua resulta na necessidade do gerenciamento dos
recursos hidricos com o controle ambiental, de forma a impedir que problemas decorrentes
de poluicdo da 4gua venham comprometer seu aproveitamento multiplo e integrado. Dessa
forma os dados obtidos em atividades de monitoramento, por meio da utilizagcdo de
indicadores fisicos, quimicos, microbiolégicos e de pesticidas, sdo caracteristicas ou
componentes especificos da dgua e podem indicar quanto os ecossistemas aquaticos podem
estar sendo afetados (VASCO et al., 2011).

Na regido amazonica, o comprometimento da qualidade da agua, de uma forma
global, esta diretamente relacionado a possibilidade do avango da agricultura com uso mais
intensivo de agrogquimicos, principalmente na cultura da soja. Ainda nao existem estudos
ou qualquer tipo de monitoramento que evidenciem uma situacdo preocupante na regido
(GOMES et al., 2014).

3.2 Pesticidas

De acordo com a Lei Federal n® 7.802, de 11 de julho de 1989, pesticidas sdo
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, utilizados nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecao de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos

e industriais. Ou seja, sdo substancias que visam mudar a composi¢do da fauna e flora para
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preserva-las de acBes danosas de seres vivos considerados nocivos, também séo
considerados pesticidas produtos desfolhantes, dessecantes, estimuladores, e inibidores de
crescimento. Os pesticidas, também conhecido como agrotoxicos, podem ser classificados
em duas formas diferentes, os agricolas e os ndo-agricolas (CARMAGO, 2017).

A producdo agricola brasileira tem tido grande destaque em um contexto mundial.
O crescimento da producdo € acompanhado pelo incremento da utilizagdo de agrotdxicos,
sem um controle mais efetivo do seu consumo. Isto pode implicar em um aumento dos
impactos sobre 0s ecossistemas aquaticos e a biota do solo. A aplicacdo incorreta e
excessiva de pesticidas pode causar desequilibrios ambientais com efeitos agudos e
crbnicos nos organismos vivos. A magnitude dos efeitos depende da toxicidade da
substancia, da dose, do tipo de contato e do organismo. Alguns destes compostos sdo
reconhecidamente persistentes, permanecendo no ambiente por muito tempo sem sofrer
alteracdo. Assim, os dados referentes a qualidade da agua nos rios brasileiros podem ser
considerados criticos (CHIARELLO et. al, 2017).

A aplicacdo de pesticidas pode ocorrer por via sélida, liquida ou gasosa, sendo
que a forma liquida € a maneira predominantemente utilizada, onde uma formulacédo é
geralmente diluida em agua formando a calda, a qual € aplicada na forma de gotas por meio
de pulverizacdo. Apds a aplicacao, varios processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e
bioldgicos determinam o comportamento dos pesticidas no ambiente. O destino destes
compostos no ambiente € governado por processos de retencdo (adsorcdo e absorcdo),
transformacéo (degradacdo quimica e bioldgica) e de transporte (deriva, volatilizacao,
lixiviacdo e carreamento superficial), além de interacdes destes processos (Figura 1)
(SPADOTTO, 2006).
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Figura 1. Meio de contaminacdo dos pesticidas no meio ambiente
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Fonte: ASSIS (2008).

O Brasil assumiu, a partir de 2008, o posto de maior consumidor mundial de
agrotoxicos. Além disso, dados coletados em 2011 pelo Programa de Andlise de Residuos
de Agrotdxicos em Alimentos (Para), da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), mostraram que quase um terco dos alimentos consumidos pelos brasileiros
estavam contaminados por esses produtos, apresentando residuos de substancias nédo
autorizadas ou niveis de contaminacao acima dos aceitaveis para aquelas de uso autorizado
(CARNEIRO et al., 2015).

Entre os anos de 2007 e 2015, foram notificados 84.206 casos de intoxicacdo por
agrotoxicos no Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (Sinan), sendo que em
2014 foi identificada a maior incidéncia de casos, de 6,26 por 100 mil habitantes (Figura
2) (ENSP, 2017).
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Figura 2. Mapa de contaminagdo por agrotdxicos no Brasil
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Segundo INPEV (2013) o Maranhdo ocupa atualmente a nona posicdo entre 0s
estados que mais utilizam agrotoxicos e o segundo do Nordeste que mais destinam
corretamente as embalagens.

O Estado tem como principais atividades, a agricultura e a pecuaria,
predominando a agricultura familiar, com baixa producédo de alimentos e caracterizada por
pequenas propriedades rurais, mas que utiliza diversas classes de agrotdxicos para a
protecdo de suas lavouras (CENSO/IBGE, 2010).

No Estado do Maranhdo, o uso de defensivos agricolas tem crescido muito,
sobretudo aqueles destinados & protecdo de monocultivos, como a soja. Aliado a esse
crescimento, ha ainda a falta de conhecimento basico por parte dos trabalhadores rurais que
utilizam esses compostos, o que tem ocasionado problemas sérios, ndo s6 no ponto de vista
ambiental como de satde publica (SHAMAGSUMOVA et al, 2015).

Assim como em Vvarias regides do Brasil, 0 uso de substancias quimicas constitui-

se grave problema de salde publica, necessitando urgentemente de intervencdo, visto que
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0 uso inadequado dessas substancias e a exposicdo da populagao pelo consumo de agua e

alimentos contaminados tém causado alteragdes do equilibrio ecoldgico (SES/MA, 2014).

3.2.1 Toxicidade dos Inseticidas Organofosforados

Os inseticidas organofosforados estdo entre os agrotoxicos de maior toxicidade
aguda disponiveis no mercado e sdo usados em varias regides do Brasil (NAKAGAWA et.
al, 2016). Embora ndo seja tdo persistente no ambiente quanto os pesticidas
organoclorados, sua utilizacdo pode causar danos em longo prazo ao ambiente e a salde
humana, pois muitos dos principios ativos apresentam efeito bioacumultativo e alta
toxicidade (WEI e WANG, 2015).

Os organofosforados, como o0s carbamatos, sdo largamente usados como
inseticidas, inibindo a enzima acetilcolinesterase nos sistemas nervosos de vertebrados e
de invertebrados (FOURNIER et, al. 1994). A inibi¢do da acetilcolinesterase € irreversivel,
desta forma, a acetilcolina é impedida de reagir com o sitio esterasico, ocorrendo um
acimulo da mesma onde é normalmente liberada, resultando, toda a sintomatologia da
intoxicacdo por acetilcolina ocasionada por compostos organofosforados (Figura 3)
(SEGAL e CASIDA, 1983; SANTOS, 2007).

Figura 3. Mecanismo de inibicdo da AChE por pesticidas organofosforados
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Segundo Silva (2014) devido a sua menor persisténcia no ambiente, os OFs
vieram substituir os inseticidas organoclorados (OCs); porém sua toxicidade a mamiferos

é bem maior, o que justifica o controle desses compostos no campo.

3.3 Biossensores Enzimaticos

Um biossensor é definido como um tipo de dispositivo analitico que, incorporado a
um material bioldgico, utiliza a seletividade e a sensibilidade do bioreceptor, conectado a um
sensor base (transdutor) (MARTINEZ, 2011). Biossensores enzimaticas tém sido muito
utilizadas para fins analiticos e de controle ambiental, pois oferecem baixa corrente de
fundo, baixo ruido e baixo custo. Dentre os mais utilizados, destacam-se os biossensores
voltados para a deteccdo de compostos organofosforados (PAULO et al., 2017).

Os biossensores baseados em enzimas estdo em contato com os transdutores
(equipamento que converte o produto da reacdo bioldgica em um sinal elétrico
quantificavel e processavel), onde muitas pesquisas centraram-se no desenvolvimento
destes para a deteccdo dos seus substratos. A deteccdo de compostos com biossensores
baseados na inibicdo enzimética é recente e vem tendo um crescente avanco. Estes
biossensores sdo ferramentas confiaveis para a deteccdo de uma grande quantidade de
compostos toxicos (WANG; LU; CHEN, 2014; AMINE et al., 2016).

Para Silva (2011) a vantagem do uso de enzimas é que séo catalisadores biol6gicos
altamente especificos e seletivos. A maior desvantagem em relagdo ao uso de enzimas na
construcdo de um biossensor é o fato de apresentarem uma estabilidade relativamente
baixa, principalmente no que diz respeito a variacao das condi¢des fisico-quimicas do meio
reacional. Isso pode ser contornada usando as condigdes adequadas de pH, temperatura e
forga ibnica, de forma a garantir a manutencéo da atividade enzimética.

Na construcédo de biossensores enzimaticos, a imobilizacdo da enzima é uma etapa
muito importante na concecdo do biossensor e é a chave para a sua especificidade e
desempenho global (SUN, X.; GONG, Z.; CAO, Y.; WANG, X. 2013). Como a boa
operacionalidade, a estabilidade de armazenamento, a alta sensibilidade e seletividade, o
curto tempo de resposta e a alta reprodutividade (SASSOLAS, A.; BLUM, L.; LECA-
BOUVIER, B.2012).
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3.3.1 Enzima acetilcolinesterase (AChE)

A AChE (figura 4) é frequentemente descrita como uma enzima perfeita porque
suas propriedades cataliticas se conjugam para aproximar sua atividade do limite maximo
de velocidade permitido pela propria difusio do substrato no meio circundante (TOUGU,
2001; SILMAN E SUSSMAN, 2005). Uma molécula de acetilcolinesterase é capaz de
degradar 300 mil moléculas de acetilcolina por minuto (SILVA, 2014).

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o
neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Nestas sinapses a ACh atua
transmitindo a mensagem de um neurbnio a outro. As sinapses colinérgicas estdo
amplamente distribuidas no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), sendo
importante para a manutencéo de indmeras funcdes fisioldgicas humanas (ARAUJO et al.,
2016).

A inibicdo deste mecanismo ocorre devido aos efeitos da exposicao a pesticidas
organofosforados e carbamatos, bem como a ions metéalicos. A atividade da
acetilcolinesterase de varias espécies de peixes tem sido utilizada como biomarcador em
programas de monitoramento de recursos hidricos por ser um metodo diagndstico
informativo e efetivo, além de economicamente viavel, visto que esta enzima esta
localizada e disponivel de forma abundante num tecido descartado do peixe, o cérebro
(ARAUJO, 2015).

Entre as enzimas utilizadas para a construgcdo de biossensores dedicado a analise
de pesticidas, a enzima acetilcolinesterase (AChE) é a mais comumente utilizada (NUNES
et al, 2014). Devido as diversas aplicaces, houve um grande aumento no namero de
publicagdes desde a década de 1990 até 2014 com tema de biossensores a base de inibicéo
enzimatica, no qual a maior parcela do design destes biossensores sdo de ChE (Figura 5)
(AMIDE et al, 2016).
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Figura 4. Distribuicdo de enzimas utilizadas para construgdo de biossensores baseados

em inibicéo.

Outras enzimas

Acetilcolinesterase

Butirilcolinesterase

FONTE: AMINE et al. (2016).

Biossensores eletroquimicos baseados na inibicdo da AChE tém mostrado
resultados satisfatorios para analise de pesticidas, onde a atividade da enzima tem sido
utilizada como um indicador de medicao quantitativa de inseticidas (WANG et al,. 2011,
LIU e LIN, 2006; MULCHANDANI, MULCHANDANI e KANEVA, 1998).

3. 4 O Peixe-Pedra

A costa Norte do Brasil, que compreende os estados do Amapa, Pard e Maranhdéo,
é caracterizada por ser uma regiao muito produtiva do ponto de vista pesqueiro. Dentre 0s
recursos capturados, encontra-se a espécie Genyatremus luteus (peixe-pedra)
(FERNANDES et al., 2015).

Para Marques (2016) a espécie Genyatremus luteus (Figura 6) ganha destaque
entre os peixes de relevante potencial econdmico, um teledsteo que pertence a ordem dos
perciformes, sendo popularmente conhecido como peixe-pedra ou roncador. Este género
monoespecifico pertence a familia Haemulidae, que é caracterizada por peixes de aguas
marginais rasas e em sua maioria tropicais e subtropicais. Sua distribuicdo abrange desde
abaixo das Antilhas passando pela costa norte da América do Sul, sendo encontrada na
plataforma continental da Guiana Francesa entre 25 a 30 metros de profundidade e as vezes,
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em &guas marinhas do Atlantico Ocidental, mais precisamente entre a Colémbia e o Brasil,
sob profundidade de até 40 metros.

Figura 5. Peixe Genyatremus luteus

FONTE: MELO (2012).

(CERVIGON 1966; ARTIGAS et al., 2003; GIARRIZZO & KRUMME 2007)
classificaram o peixe-pedra como uma espécie estuarino-marinha, com preferéncia por
aguas costeiras, especialmente estuarios e lagunas, sobre fundos de lama, areia e pedras.
Nas pescas artesanais realizadas na Baia de So José destacam-se varias espécies de
importancia econémica. A espécie Genyatremus luteus, vulgarmente conhecida como
peixe-pedra, sobressai-se devido a sua grande abundancia e apreciacdo pela populacao da
cidade de Sao José de Ribamar, onde ocupa as primeiras posi¢des no “ranking” do consumo
diario de pescado (ALMEIDA et al., 2005).

Sua producdo em 2007 foi de 446,5 no levantamento estatistico do IBAMA,
oriunda da pesca artesanal (99,22%) e industrial (0,78%), gerando receita de
aproximadamente R$ 1.084.995,00. Dados registrados no ultimo levantamento do
assinalam que o Maranhdo é o principal estado brasileiro onde G. luteus € intensamente
capturado para consumo, com receita estimada de R$ 7 milhGes gerados exclusivamente
pela pesca artesanal, sendo a 5° espécie de maior rendimento para o estado (IBAMA,
2009).

Para Noleto — Filho (2012) deve-se buscar sempre que possivel, a utilizacdo de
espécies da fauna local nas a¢des de desenvolvimento da tecnologia, aproximando-se dos
principios da sustentabilidade.
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ENZYMATIC BIOSESENSOR FOR PESTICIDES DETECTION USING EXTRACT OF
THE BRAIN OF PEIXE PEDRA (GENYATREMUS LUTEUS)

The stonefish (Genyatremus luteus) lies to the western Atlantic, from the South of the
Caribbean to Brazil. It is an important fishing resource of the states of Maranh&o and Par4,
this species stands out in the artisanal fisheries carried out in the Maranhdo coast,
highlighting among several species of economic importance due to its great abundance and
appreciation. The high consumption consequently generates waste. One of the byproducts
of the processing of this species was used to construct a biosensor for the detection of
pesticides, especially organophosphates, using the enzymatic inhibition of
acetylcholinesterase found in crude fish-stone brain (ECPP) extract. The characterization
of ECPP was performed, temperature and optimum pH, kinetic studies with different
concentrations of the substrate. For construction of the biosensor, ECPP was added to a
graphite carbon paste with the tetracyanidinedimethane mediator (TCNQ) and Meldola's
Blue. After the sensors were prepared, started the electrochemical characterization of the
immobilized sensor-enzyme system, the results were recorded. The construction of this
biosensor comes in place of acetylcholinesterase of Electric Eel commercialized by Sigma,
high price and not produced in Brazil, making it a cheaper alternative for the development

of enzymatic biosensors.

Keywords: Enzyme. Acetylcholinesterase. Organophosphate pesticides. Haemuldade.
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INTRODUCAO

Os pesticidas organofosforados sdo compostos muito eficazes na erradicacédo de
pragas e no controle de endemias, no entanto, sdo agentes extremamente tOXicos
responsaveis por inimeros casos de intoxicagdes humanas relatados anualmente®. No
Brasil, o Ministério da Saude estima que, por ano, existam mais de 400 mil pessoas
contaminadas por agrotoxicos, com cerca de 4 mil mortes. Dentro deste cenario, 0s
organofosforados s&o responsaveis pelo maior nimero de intoxicacdes agudas e mortes®.

Os organofosforados (OPs) e carbamatos (CBs) representam importante classe de
compostos tdxicos, os seus residuos podem ser carreados para as aguas superficiais por
escoamento e para as aguas subterraneas por lixiviagio® 2°,

Sua toxicidade é baseada na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), que
catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), responsavel pelos impulsos
nervosos. A inibigdo da acetilcolinesterase é irreversivel; desta forma, a acetilcolina é
impedida de reagir com o sitio esterdsico, ocorrendo um acumulo da mesma onde é
normalmente liberada, resultando, toda a sintomatologia da intoxicacdo por acetilcolina
ocasionada por compostos organofosforados?°.

Com isso, técnicas de deteccao de agrotoxicos em agua, mais sensiveis e seletivas,
passaram a ser desenvolvidas, no intuito de atender a demanda premente de monitoramento
desses residuos em amostras de guas superficiais e de consumo humano®.

Os biossensores podem ser definidos como sensores quimicos cujo reconhecedor
é um componente biol6gico ativo, o que significa que um processo bioquimico é a fonte
do sinal analitico. Assim, uma das caracteristicas dos biossensores, € a sua alta seletividade
com relagio a um determinado analito!®®. Os biossensores tém atraido a ateng&o de muitos
pesquisadores devido a sua capacidade de portabilidade, miniaturizacdo e rapidez de
respostal®,

Nas ultimas décadas, as enzimas tém sido exploradas também na construcao de
biossensores altamente seletivos para determinados tipos de analitos, incluindo os
poluentes ambientais?®®. Entre as enzimas utilizadas para a construcdo de biossensores
dedicado a analise de contaminantes ambientais, a enzima acetilcolinesterase (AChE) é a
mais comumente utilizada'®,

As acetilcolinesterases de organismos aquaticos sdo bastante utilizadas como
biomarcadores e as razdes de sua utilizacdo se ligam ao fato de poluentes de diversas fontes
chegarem aos recursos hidricos e também a sua alta posi¢do nas cadeias alimentares o que

aumenta deteccdo de anticolinesterasicos bioacumulaves. Os critérios de escolha das
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espécies se ddo através de caracteristicas como habitat, ecologia, habitos alimentares,
abundancia e facilidade de captura?.

Inserido na familia Haemulidae encontra-se 0 peixe-pedra, ou roncador,
Genyatremus luteus. A ocorréncia restringe-se ao Atlantico ocidental, desde o Sul do
Caribe ao Brasil’, sendo a Ginica espécie do género Genyatremus encontrada (ou registrada)
no Brasil?.

O objetivo deste trabalho foi o aproveitamento do cérebro de peixe-pedra para
preparacdo do extrato bruto como fonte de acetilcolinesterase para desenvolvimento de um
biossensor enzimatico amperométrico de baixo custo com potencial uso na deteccdo de

pesticidas organofosforados em matrizes ambientais.

MATERIAL E METODOS

Reagentes e Solugdes

Para obtencdo do extrato liquido bruto dos cérebros rico em AChE, os cérebros
foram preparados por homogeneizacéo em tamp&o tris-HCI 0,5 mol.L%, pH = 8,0, sendo
armazenados em microtubos e em temperatura aproximada de 4°C, em freezer. A solugéo
tampéo tris-HCI (pH 8,0) foi preparada pela combinagéo da solugdo aquosa de tris e solugéo
aquosa de HCI 1,0 mol.L™.

As solucdes de tampao fosfato (PBS) 0,Amol.L?, pH 6,1 a 8,0, foram preparadas
pela combinagdo de KH2PO4 0,1 mol.L! e NaOH 0,1 mol.L™. Para a determinacéo do pH
6timo foram preparadas solucdes tampdes citrato HCI (0,1mol.L ) com pH nas faixas de
3,0 a 4,5 e citrato fosfato (0,1mol.L!) com pH nas faixas de 4,0 a 6,5.

Foram preparadas as solugdes de 5,5-ditiobis (2-acido nitrobenzdico) (DTNB)
2,5 x 10° mol.L! e do substrato iodeto de acetiltiocolina (AcSCh) 1mol.L! para
determinacdo da atividade enzimética.

Na etapa de imobilizacdo enzimatica, os reagentes utilizados foram: solucéo de
glutaraldeido a 5% (m/v), hidroxietilcelulose (HEC) a 3% (m/v) e o reagente soro albumina
bovina (BSA). Para comparacdo da atividade enzimatica foi utilizada a enzima
acetilcolinesterase extraida de enguia elétrica AChE (EE), todos adquiridos pela
Sigma/Aldrich.
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Métodos

Preparacdo do Extrato bruto dos cérebros de peixe — pedra (ECPP)

Os peixes foram adquiridos junto a pescadores no municipio de Sdo José de
Ribamar (Maranhdo, Brasil), regido metropolitana de Sdo Luis. Foram realizadas 2 coletas,
nos meses de novembro de 2016 (Coleta 1) e janeiro de 2017 (Coleta 2), cada uma com 12
exemplares. Para preparacdo do extrato bruto (ECPP), os cérebros de peixe-pedra
(Genyatremus luteus) foram removidos.

Estes foram pesados (1,279 na coleta 1 e 1,509 na coleta 2) separadamente, foram
homogenizados com a solugdo tamp&o Tris-HCI (0,5 M, pH 8,0, 10m.L™) no agitador
mecanico IKA RW 20 Digital em rotacao de 10 rpm . Apds a homogenizacéo, o extrato foi
centrifugado a 10.000 xg por 25 minutos a 4°C para a remocao de particulas insoluveis, 0
sobrenadante foi denominado de Extrato Bruto (ECPP) e estocado a 4°C.

Determinacdo, comparacao da atividade enzimatica e concentracéo de proteinas

Apos a etapa de obtencdo dos ECPP rico em enzima AChE, a concentracdo de
proteinas foi estimada pelo método de Warburg e Christian?® utilizando a seguinte férmula:
[concentracédo de Proteina] mg/mL = Azgonm X 1,55 — Azgonm X 0,75, em espectrofotometro
NanoDrop ND — 2000C nas absorbancias de 260 nm e 280 nm.

A atividade enzimatica da AChE encontrada do ECPP e atividade da AChE (EE)
foram verificados espectrofotometricamente, empregando a metodologia de Ellman
modificada por Nunes'®. Para um volume final de 800 pL, foi utilizado 50uL AChE do
ECPP, 350 uL de solugdo tampdo (PBS) 0,1 mol.L™t, 200 uL de solucio de iodeto de
acetiltiocolina (AcSCh) 2,5 mmol.L? e 200 uL de DTNB 2,5 x 107 mol.L. A formagéo
do produto foi medida no comprimento de onda de 412 nm, ap6s 60s.

Apos a medida espectrométrica, a absorbancia foi calculada segundo a equagéo:
Abss1o= Abse — Abs, Onde: Absaiz: diferenca entre as médias das absorbancias da enzima
(Abse) e do branco (Absy), medidas a um comprimento de onda de 412 nm em um
espectrofotometro UV/Vis (Orion AquaMate 8000, NARP/UFMA).

Posteriormente, foi calculado a concentracdo da enzima expressa em mmol.L™
pela equacdo de Lambert-Beer: 4 = e.b.c sendo, A = diferenca entre as médias das

absorbancias da enzima e do branco; & = absorbitividade molar (mmolt.cm?.L); b =
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comprimento do caminho da amostra (cm); ¢ = concentracdo do elemento que absorve, na

solugdo (mmol.L?).

Parametros Fisico-quimicos do ECPP

Parametros Cinéticos do ECPP

Os ensaios para 0s parametros cineticos foram realizados através da metodologia
de Ellman modificado para microplaca por Assis?, onde o substrato utilizado para
realizacdo do ensaio cinético o lodeto de Acetiltiocolina (concentracéo final de 0 a 20 mM).
A solucdo foi feita na mistura de 200uL de DTNB, 50uL de ECPP rico em AChE e 50uL
do substrato AcSCh nas diferentes concentracGes, para preparacdo do branco foi feita a
substituicdo do ECPP pelo tampéo (PBS) 0,1M pH 7,2. O ensaio foi realizado em triplicata
em placa de 96 pocgos e lida na leitora de microplaca TP-READER em 405nm.

Os resultados de atividade (U/s) obtidos para cada concentracdo de substrato
foram plotados num gréafico e os parametros assintoticos da cinética de Michaelis-Menten
(Vmax € Km), foram calculados empregando o programa Microcal™ Origin™ verséo 6.0
(Software, Inc, EUA), a constante catalitica da taxa enzimatica (Km) foi calculada através

da diviséo do valor de Vmax pela concentragéo final de enzima na reagdo (Mm).

pH Otimo

Foram testados gradientes de pH e temperatura do ECPP em condicOes descrita
por Ellman® com adaptacdes do tamp&o fosfato de Rodriguez?* com variagdes de pH 6,5;
6,9; 7,2; 7,5 e 8,0 das solugcbes tampédo (PBS) 0,1M, citrato — HCI 0,1M e citrato fosfato
0,1M, os testes foram feitos em triplicata em uma leitora de microplacas de 96 pogos em
405nm.

Para os ensaios de determinacao de pH 6timo, foram adicionados 200puL. do DTNB
(0,25mM), tampao (PBS) em diferentes faixas de pH, 20uL do ECPP ¢ 20uL de AcSCh
(0,25mM), para preparacédo do branco foi adicionado tampéo (PBS) 0,1M de diferentes pH
em substituicdo ao extrato. A degradacdo da acetiltiocolina foi verificada apos o final de 3

minutos e foi feita a leitura a 405nm na leitora de microplaca TP-READER.
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Temperatura Otima

Para determinacdo da temperatura 6tima, a solucdo contendo 20uL tampéo (PBS)
0,IM com pH 7,2, 200uL DTNB (0,25mM) foi mantido durante 10 minutos em
temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70 °C, logo apds foi adicionado 20uL
ECPP rico em AChE e 20uL. AcSCh (0,25mM) para a formacdo do produto. Em seguida,
foi feito a leitura no espectrofotémetro leitor de microplacas de 96 pocos ap6s 3 minutos.
O mesmo procedimento foi realizado com o ECPP em temperatura ambiente (25°C) e

temperatura de 10 °C por 10 minutos para determinacéo da estabilidade térmica.
Preparo dos Biossensores
Imobilizagéo enzimatica do ECPP

O processo de imobilizacdo da enzima foi feito por ligacdo cruzada com o
glutaraldeido. Foram feitas duas pastas (com a presenca de BSA e sem BSA) utilizando
100 mg de carbono grafite, 100uL da solucao de HEC, 60uL de glutaraldeido, 10uL de
BSA e por ultimo 90uL solu¢do ECPP rico em AChE seguida de homogenizagao.

Preparacdo dos biossensores eletroquimicos

O processo de preparo dos biossensores ocorreu com a adi¢ao de 40 uL da pasta
enzimatica contendo o ECPP rico em AChE na regido de trabalho dos sensores serigrafados
(Figura 1), um sensor contendo o mediador tetracianoquinodimetano (TCNQ) e outro
sensor com mediador Meldola’s Blue no eletrodo para verificar as melhores condi¢cbes
trabalho e levado para armazenamento sob refrigeracdo (4°C) por 24 horas.

Aplicacdo da pasta

C enzimatica contendo
3 ECPP ricoem AChE na
—

regido do trabalho.
|— 3,7 cm 4|

Fonte: Mendonca®® (adaptado)
Figura 1. Sensor serigrafado para o desenvolvimento do biossensor enzimatico contendo
ECPP rico em AChE.
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Caracterizacdo Eletroquimica e Otimizacdo dos Parametros Operacionais do

Biossensor

Apos o preparo dos biossensores, foi iniciada a caracterizacdo eletroguimica.
Foram realizados testes utilizando voltametria de pulso diferencial com ECPP livre e
imobilizada no biossensor para avaliar o seu potencial de trabalho para escolha do melhor
mediador eletroquimico, as medidas foram efetuadas em um potenciostato (Micro-
AUTOLAB Tipo I, Methrom NARP/UFMA). Foram realizados testes com 0s
mediadores tetracianogquinodimetano (TCNQ) e Meldola’s Blue com o objetivo de
verificar quais desses mediadores geravam o potencial de trabalho mais baixo.

O biossensor foi colocado em conector apropriado que torna possivel a
comunicacdo entre o potenciostato (detector) e o sensor. Em seguida, imergiu-se o
biossensor em solugdes de tampéo (PBS) em diferente pH entre a faixa de 6,1 a 8,0 em um
béquer de 5mL para avalia¢do da atividade enzimatica do ECPP. Assim, analisando quais

desses valores de pH a corrente apresenta mais estabilidade.

Testes de inibi¢ao dos biossensores contendo ECPP

Inicialmente, foi registrado o sinal por meio de medida cronoamperométrica do
sensor imerso em solucdo tampdo fosfato e substrato (Figura 2). Apos o registro do sinal,
0 biossensor foi lavado e colocado em incubagdo por 10 minutos em solucéo tampéo (PBS)
0,1M juntamente com o substrato. O tempo de 10 minutos de incubacéo foi empregado em
outros trabalhos como tempo ideal para ocorrer o processo de inibicdo da enzima AChE®,

Ap06s 10 minutos de incubacdo, o eletrodo foi lavado novamente e medido o sinal
da atividade enzimatica com o substrato. A percentagem de inibi¢do foi definida pelo
decréscimo da corrente, utilizando a equacdo: IR (%)= [1 - (1/10)] x 100, 25 onde IR =
inibicdo relativa; lo = intensidade de corrente antes da inibi¢do enzimética; | = intensidade

de corrente apds inibi¢do enzimaética.
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Eletrodo
auxiliar

Pasta enzimatica
contende ECPP
rico em AChE

Eletrodo de
trabalho

Potenciostato/
Galvanostato

Eletrodo de
referéncia

Fonte: Souto?® (adaptado)
Figura 2. Preparacéo dos biossensores para 0s ensaios operacionais com adi¢ao da pasta
enzimatica contendo ECPP nos sensores com mediadores TCNQ e Meldola’s Blue em

solucdo tampdo (PBS) 1,0 mol.L%, pH 7,2 e substrato iodeto de acetiltiocolina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo e Comparacéo da Atividade enzimatica do ECPP e Enzima Comercial
Através de técnicas simples e de baixo custo de extracdo de enzimas, o ECPP

apresentou atividade enzimatica maior em comparagdo com a enzima comercial purificada
AChE (EE) (Tabela 1).

Enzima Atividade (U/mmol)
ECPP 0,004628 + 0,04
AChE (EE) 0,003482 + 0,02

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo dos ensaios em triplicata individuais

Tabela 1. Atividade enziméatica do ECPP rico em AChE e AChE de enguia elétrica
Sigma®

De acordo com Nogueira?, diversas pesquisas demonstram que tem aumentado o
interesse da aplicacdo de extratos enzimaticos brutos no lugar de enzimas purificadas para

aplicacdo em biossensores para determinagdo de varios analitos. Desta forma, essa maior
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atividade do ECPP rico em AChE qualifica esse homogenato para seu potencial uso no

desenvolvimento de biossensores.
Parametros Fisico-quimicos do ECPP
pH e Temperatura 6tima
O pH o6timo encontrado para o ECPP rico em AChE foi de 7,2 (Figura 3), este
resultado é préximo ao descrito na literatura por Assis? para 0 extrato de cérebro de

Colossoma macropomum e por Bocquené? para de cérebro de Solea solea que apresentaram

atividade 6tima na faixa de pH de 7,0 a 7,5, respectivamente.

b — citrato — HCI

-® — citrato fosfato
- tampao (PBS)

90

80

70

60 -

Atividade Relativa (%)

50 -

40

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
pH

Figura 3. Efeitos de diferentes pH sobre atividade enzimatica do ECPP

Ja a temperatura 6tima do ECPP foi de 25°C. Diferente de outros peixes que
obtiveram temperatura maior como por exemplo Assis? que obteve temperatura 6tima de
45°C para extrato de cérebro de juvenis C. macropomum e Bocquené* para extrato de
cérebro de Pleuronectes platessa que obteve temperatura 6tima de 33°C. Possivelmente
esta diferenca de temperatura 6tima esteja ligado a questdo de habitat e evolutiva, devido
a evolucdo em ambientes mais quentes. Por esse motivo, atividade de AChE dos peixes
Pleuronectes platessa e C. macropomum tem maior temperatura 6tima em comparacao
com ECPP.
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Parametros Cinéticos do ECPP

O Km do ECPP rico em AChE foi de 0,159. A tabela 2 traz uma comparagdo dos
resultados deste trabalho com outros estudos que avaliaram a atividade da AChE em

diferentes érgaos.

. - Temperatura .
Espécies Km (Mm) pH otimo Otima (°C) Tecido
G. luteus* 0,159 7,2 25 Cérebro
¢ . 0,430 7,5 45 Cérebro

macropomum

P. vetulus®! 1,690 - - Misculo
P. verticalis*! 0,300 - - Mdsculo
C. ocellaris?? 0,769 8,0 45 Cérebro

- ndo determinado
*Presente trabalho

Tabela 2. Comparacéo de km , pH 6timo e temperatura 6tima de AChE de outros peixes

em diferentes 6rgaos com o ECPP rico em AChE.

O valor da constante de Michaelis (Km), que é o indicador da afinidade da enzima
pelo substrato encontrado no ECPP rico em AChE, foi mais baixo que aqueles encontrados
em Colossoma macropomum por Assis® e por Rodriguéz*' para Pleuronectes vetulus,
mostrando maior afinidade pelo substrato AcSCh. Por este motivo, 0 ECPP torna-se ‘uma
alternativa de baixo custo para substituicdo da enzima comercial de elevado preco para

aplicacdo em biossensores enzimaticos.
Otimizacao do Biossensor
Imobilizacdo Enzimatica do ECPP
Os sinais eletroquimicos ndo foram satisfatérios quando a pasta para imobilizacéo
do ECPP continha BSA (Figura 4.A). Provavelmente, essa proteina influenciou na

obtencéo da resposta pelo biossensor no processo redox do substrato causando interferéncia

eletroquimica na corrente durante o processo de inibicdo da AChE encontrada no ECPP.
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VPD com ECPP imobilizada com BSA | | VPD com ECPP imobilizada sem BSA |

8,710 1 A 1x10% B

9,6x10° -

1x107
9,6x10° 4

95x10° 1x10™ 4

I7A
/A

9.5x10°
1x10"

9.4x10°

]
9,4x10° 1x10

9.3x10° 0

9,3x10° T T T T T T T T T T
1,0 05 0,0 05 10 41,0 05 0,0 05 10

EN EN

Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial (E/V) potencial e (I/A) corrente gerados em
testes de otimizacdo do biossensor com ECPP imobilizado com BSA (A) e sem a presenca
de BSA (B) em solucéo de substrato AcSCh e tampéo (PBS) (1,0 mol.L?).

Para Margarido®® o uso de BSA apesar de aumentar a rigorosidade da superficie
da pasta na superficie na area de trabalho do sensor pode influenciar na sensibilidade de
deteccdo do analito. Por este motivo, soro de albumina bovina (BSA) foi retirado do
processo de preparacao da pasta de carbono para imobilizacdo enzimatica baixando mais o
custo de producdo do biossensor com reagentes e melhorando nos sinais eletroquimicos
(Figura 3.B).

Escolha do Mediador Eletroquimico

Os resultados dos testes de caracterizacdo eletroquimica mostraram que 0
mediador mais adequado para o biossensor contendo o ECPP foi 0 TCNQ em tampao
(PBS) 1,0M pH 7,2, pois foi possivel realizar medidas de correntes com potencial mais
baixo (100 mV) em comparacio com o mediador Meldola’s Blue (400mV). Para Nunes®®,
um mediador com o potencial de trabalho baixo (100mV) € bastante vantajoso, pois impede

a oxidacdo de possiveis espécies interferentes existentes nas amostras no processo anodico.
Medicdes eletroquimicas
O biossensor enzimatico com ECPP mostrou um pico bem definido no potencial

de -0,4V empregando o mediador TCNQ em solucao tampéo (PBS) e substrato AcSCh nos
testes de voltamograma de pulso diferencial (Figura 5).
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1.2x10™

1,0x10™

I/A

8,0x10° -

6,0x107°

-1I0 -OIS -OIG -0I4 -OIZ
EN
Figura 5. Voltamograma de pulso diferencial (E/V) potencial e (I/A) corrente usando o
biossensor em condi¢des operacionais em solucdo tampéo (PBS) 1,0 mol.L%, pH 7,2, e

iodeto de acetilcolina com o0 mediador TCNQ.

Mendoncga!® desenvolveu biossensores que utilizam AChE (EE), BSA e
Macroalga para melhorar a estabilidade da corrente em condi¢Ges operacionais e diminuir
a perda de atividade enzimatica (Figura 5). O biossensor contendo ECPP mostrou
desempenho semelhante sem a necessidade de reagentes para estabilidade da corrente em
condicgdes operacionais. Por tanto, o uso de ECPP mostrou sensibilidade, tornando-se uma
alternativa interessante para aplicacdo em biossensores enzimaticos para monitoramento

ambiental.

CONCLUSAO

A utilizacdo de ECPP imobilizada em um sensor serigrafado para construcdo de
um biossensor mostrou bom desempenho em condigdes operacionais semelhante a outros
biossensores j& desenvolvidos. Portanto, 0 ECPP apresenta uma alternativa de substituicdo
da AChE (EE) vendida pela Sigma® como: baixo custo e facilidade na construcéo,

podendo ser uma alternativa para aplicacéo de residuos de pescado.
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NORMAS DO PERIODICO QUIMICA NOVA

Organizacao do manuscrito

Os manuscritos deverdo apresentar clareza e concisdo. A sec¢do Introducdo devera
identificar de forma clara e breve, utilizando-se de referéncias relevantes, a natureza do
problema sob investigacdo e o conhecimento prévio a respeito dele. Revisdes extensas da
literatura ndo serdo aceitas.

A secdo Parte Experimental pode preceder ou vir apés a secdo Resultados e Discussao,
mas devem ser necessariamente separadas. A secdo Conclusdes, que resumira brevemente
as principais conclus@es do trabalho, devera ser disposta logo apds a se¢do Resultados e

Discussao.

A parte experimental do manuscrito deve descrever 0s experimentos de maneira
suficientemente detalhada para que outros pesquisadores possam reproduzi-los. O grau de
pureza dos materiais utilizados deve ser fornecido, bem como todas as quantidades
utilizadas. A descricdo de procedimentos ja estabelecidos ndo € necessaria. A
instrumentacdo utilizada s6 deve ser descrita caso ndo seja padrdo. Deve-se referir a

instrumentos disponiveis comercialmente a partir de suas marcas e modelos.

Todos os compostos novos devem ser completamente caracterizados, incluindo dados
espectroscopicos e andlises elementares. Espectros de massas de alta resolu¢do poderdo
substituir analises elementares caso sejam acompanhados de provas inquestionaveis da
pureza da amostra (pontos de fusdo, copias dos espectros RMN, etc.). Para compostos
sintetizados em formas enantiomericamente puras ou enantiomericamente enriquecidas,
sua rotacdo especifica devera ser fornecida. Nos casos em que 0 excesso enantiomerico for
determinado por técnicas cromatograficas e/ou espectroscopicas, as coépias dos
cromatogramas e/ou espectros devem ser inclusas no Material Suplementar (ver
secdo Material Suplementar).

Muitas publica¢es de Quimica Teodrica e/ou Computacional utilizam rotinas baseadas em
métodos bem documentados, sejam semi-empiricos ou ab initio. Neste caso é suficiente
citar a variante utilizada, referindo-se a publica¢Bes importantes nas quais 0s métodos
foram desenvolvidos, e o programa de computador utilizado, indicando brevemente as

modificagOes realizadas pelo autor.

E de responsabilidade dos autores a obtencao de permissdes para reproducio de graficos e

imagens retiradas de outros periddicos. Essas permissfes para reproducdo devem ser
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enviadas no momento da submisséo, juntamente com 0s outros arquivos do manuscrito. A

reproducao deve também ser informada nas respectivas legendas.

Os Editores poderdo solicitar a revisdo do idioma do manuscrito em qualquer etapa do
processo de avaliagdo do manuscrito. Neste caso, 0s autores deverdo apresentar um
certificado de revisdo por empresa/profissional especializado, que deve ser submetido pela

plataforma ScholarOne no momento da submissdo da versao revisada do manuscrito.

2.3 Preparo dos manuscritos

Geral

Deve-se utilizar a fonte Times New Roman, tamanho de 12 pt e cor preta. O espagamento
entre linhas deve ser de 1,5x. As paginas devem ser numeradas consecutivamente, no canto
inferior direito. As linhas e os titulos e subtitulos das se¢cdes ndo devem ser enumerados.
Os titulos das secBes devem ser escritos em negrito e caixa alta, os subtitulos apenas em

negrito e os subsubtitulos apenas em italico.

O Material Suplementar deve ser o ultimo elemento do manuscrito, e deve conter
informac0es relevantes e complementares aquelas j& apresentadas no manuscrito (ver se¢do

Material Suplementar).

Detalhes

A primeira pagina devera conter o graphical abstract (ver secdo Graphical Abstract),
titulo do trabalho, em negrito e caixa alta, nome dos autores em negrito e endere¢o. Se 0
endereco onde o trabalho foi conduzido é diferente do endereco atual de qualquer um dos
autores, uma nota de rodapé indicando a posicao atual pode ser incluida. Havendo autores
com diferentes enderecos, estes deverdo ser listados em sequéncia e indicados utilizando-
se letras sequénciais.

Um exemplo:

José A. Benicio®, Maria C. Cavalcante®’e Jodo D. de Almeida®*
4Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, 87020-900 Maringa - PR,
Brasil

Departamento de Quimica Fundamental, Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
05508-000 Séao Paulo - SP, Brasil

*e-mail: jalmeida@dqg.uem.br

Como mostra o exemplo, 0 autor para correspondéncia devera ser indicado com asterisco

(*) e seu e-mail colocado logo abaixo dos enderecos. A menor unidade do enderego deve


mailto:jalmeida@dq.uem.b
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ser o departamento. Em seguida devem ser indicados a faculdade/instituto, a universidade,

o CEP, a cidade, o estado e o pais. Laboratérios, programas de pds-graduacao e cursos nao

devem ser inclusos no endereco. A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do

trabalho, ambos em inglés, com no maximo 200 (duzentas) palavras, e a indicacdo de 3 a
5 palavras-chave (keywords), também em inglés. O texto deve se iniciar a partir da terceira
pagina do manuscrito.
Ao longo do texto, o autor deve se atentar as seguintes regras:

[ Palavras em lingua estrangeira (inglés, francés, latim, etc.) deverdo ser escritas em
italico.

[1 Nomes cientificos de espécies devem ser escritos em italico, com a primeira letra do
nome em caixa alta.

Alguns exemplos:

... 0S experimentos foram realizados in situ;

A bactéria Escherichia coli...;

O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Origin;

[J Todas as unidades devem ser separadas dos valores por um espaco simples (inclusive o
grau Celsius). A mesma regra € valida para o caso de unidades em sequéncia.

Alguns exemplos:

10 °C;

15 mg L* (evitar mg/L);

10 m s (evitar m/s?);

Atencao: Toda a nomenclatura utilizada devera ser consistente, clara e de acordo com as
regras estabelecidas por entidades apropriadas, como IUPAC, International Union of
Biochemistry, Abstracts Service, Nomenclature Commitee of the American Chemical
Society, entre outras. Simbolos e unidades deverdao seguir as recomenda¢fes da IUPAC.
Os autores devem evitar o uso de unidades que ndo fazem parte do SI.

Normas para elementos graficos e tabelas

Graéficos e Figuras: textos, nomes dos eixos e quaisquer outros elementos textuais que
acompanham os elementos graficos devem ser consistentes ao longo de todo o trabalho em
relacdo a fonte, ao tamanho da fonte, ao espacamento e a cor. Para elementos gerados por
computador, deve-se evitar planos de fundo ou sombreamento.

Formulas estruturais e equagdes quimicas: todas as estruturas quimicas ou equagdes
devem ser escritas utilizando a mesma fonte ao longo do manuscrito.

Equacdes: as equacdes devem ser escritas utilizando-se um editor de equacdes (MathType,

Equation, entre outros) e devem ser numeradas sequencialmente ao longo do manuscrito.
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Fotografias: As fotografias devem apresentar contraste e ndo devem ser montagens. Caso
haja necessidade de uma escala, ela deve ser desenhada sobre a figura e ndo abaixo. Nao
serdo aceitas fotografias de equipamentos comerciais.

Tabelas: as tabelas devem ser formatadas de modo a fornecer informacdes diretas ao leitor.
Sombreamentos e negritos devem ser evitados. Qualquer informacao extra deve vir abaixo
da tabela, na forma de nota de rodapé, utilizando-se as letras a, b, ¢ e assim por diante.
Graphical abstract (eminglés): O graphical abstract deve resumir o contetudo do trabalho
de forma concisa e dedicada a capturar a atencdo de um publico amplo. O autor deve
apresentar uma figura nova, usando como parametro uma estrutura chave, uma reagéo, uma
equacdo, um conceito, um gréafico, um teorema, entre outras possibilidades. Recomenda-se
que seja de carater artistico e possua cores diversas. Ndo serdo aceitas fotos de
equipamentos comerciais.

Atencéo: a imagem deve possuir alta resolucdo (em formato .tiff, .jpg ou qualquer outro de
ampla utilizacdo que possa ser editado) e tamanho de 4 cm de altura por 8 cm de largura
[os elementos textuais devem ser legiveis nessas dimensdes]. Junto com o graphical
abstract, o autor devera enviar um texto explicativo em inglés (em arquivo .txt, .rtf ou .doc)
de, no maximo, 3 linhas.

Normas para citagdes e lista de referéncias

Os elementos graficos e as tabelas devem ser numeradas e citadas no texto, utilizando-se a

primeira letra em caixa alta. Ndo se deve abreviar as citagdes.

Alguns exemplos:

... como pode ser verificado na Tabela 1.

A Figura 3 mostra o sistema utilizado...

(Tab. 1, Fig. 1 e quaisquer outras abreviacdes dos titulos dos elementos ndo devem ser

utilizadas)

As citacOes de referéncias devem ser feitas de forma consecutiva, na forma numerica
sobrescrita (sem parénteses ou colchetes), sempre apds a pontuacdo, quando houver.
CitacGes de duas ou mais referéncias devem ser separadas por virgulas. Citagdes de trés ou
mais referéncias consecutivas devem ser agrupadas, utilizando-se o hifen (-). Nao utilizar

espacos entre as citacdes ou entre a citacdo e o caractere sobre o qual esta posicionada.

A Quimica Nova ndo publica notas de rodapé. Quaisquer notas do autor devem ser inclusas
na lista de referéncias e, no texto, devem seguir o mesmo padrdo das citagcdes, mantendo

inclusive a sequéncia numérica.
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Alguns exemplos:

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.> "8

Existe extensa literatura a respeito do sistema utilizado,®? bem como das propriedades
dos materiais empregados.

salicilato de sodio,*

Nishide et al.,*

... pela reducdo do 4cido cromico,*812

(Trés ou mais referéncias consecutivas devem ser citadas utilizando-se o hifen)

Na secdo Referéncias, as abrevia¢@es dos titulos de periddicos devem estar de acordo com
as definidas no Chemical Abstracts Service Source Index (ver http://cassi.cas.org). Caso o

periddico ndo esteja listado no CASSI, o titulo deve ser escrito por extenso.

As normas para 0 ano, 0 volume e as paginas seguem abaixo para diversos tipos de
literaturas. A pontuacao, 0s espacamentos, 0s negritos e os italicos devem ser verificados
com atencdo. Manuscritos com referéncias fora das normas da revista serdo reenviados ao

autor até que os erros sejam verificados e corrigidos.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.;J. Indian Chem. Soc.1990,67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu

namero de Chemical Abstract, como segue:
Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas no a referéncia completa, citar DOI da seguinte maneira:
Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. |I. C.; Dall'Antonia, L.
H.; Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.
4. E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma
lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas é o seguinte:
Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
C. H. S.; Guimarées, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7,
123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim.
Nova 2001, 24, 473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).
5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai
Tokkyo Koho 79 73,771 1979.(CA 91:P193174v)


http://cassi.cas.org/
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6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)
7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br P1 9.604.468-3,1999.
Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):
9. Cotton, F. A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York,
1988.

Programas de computacéao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement;
Universidade de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Brasil, 1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbag.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo.
Para material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem.
Soc., submetido. Para trabalho ndo publicado ou comunicagdo pessoal: Magalhdes, U. H.;
trabalho ndo publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Resultados nédo
publicados sé poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua
obtencéo.

Manuscritos contendo RMN, 1V, espectros de massas, etc.

Sempre que um composto é sintetizado ou identificado (hovo ou conhecido previamente),
¢ obrigatorio o envio de todos os dados espectrais (dados e espectros) como Material

Suplementar (ver se¢do Material Suplementar) no momento da submissdo do manuscrito.

Material Suplementar


http://www.sbq.org.br/jbcs
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Esta modalidade foi criada para que o texto principal seja objetivo e contenha o nimero

estritamente necessario de Figuras e Tabelas.

O conteudo do Material Suplementar (MS) devera ser colocado no final do trabalho, apés
a secio REFERENCIAS. Quando houver MS, deve ser criada uma secdo MATERIAL
SUPLEMENTAR, logo apds a secdo CONCLUSAO, com a descri¢éo de seu contetdo. O
texto deve também indicar o acesso livre ao MS a partir do website da revista Quimica

Nova (http://quimicanova.sbg.org.br/).

Elementos graficos e Tabelas do Material Suplementar devem ser numeradas

sequencialmente, com a letra S ap6s a numeracdo. Ex: Figura 1S, Tabela 4S, etc.

Apesar de complementar a informagdo do manuscrito, 0 MS deve ser um documento
completo. Caso sejam usadas referéncias, elas devem ser listadas ao final do proprio MS e

numeradas na forma 1S, 2S, ...

Os Editores poderéo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacéo, a separagdo de

Material Suplementar.


http://quimicanova.sbq.org.br/

