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RESUMO

Nesta dissertagfo, a polifenol oxidase (PFO) como extrato bruto de abacate (Persea
americana) foi imobilizada em filmes de polipirrol (PPI) sintetizados eletroquimicamente
utilizando o glutaraldeido (GA) como um agente de ligacdo entrecruzada. Os filmes PPl e
PPI/PFO-GA foram caracterizados por eletroquimica, principalmente voltametria ciclica,
sendo avaliadas a eletroatividade e a reversibilidade eletroquimica. A detecgdo de compostos
fendlicos em solugdes padrdo foi feita por cronoamperometria, tendo um controle sobre a
concentragdo dos compostos. O processo de transferéncia de massa foi monitorado com uma
microbalangca de cristal de quartzo eletroquimica. Os resultados indicaram uma boa
reprodutibilidade das medidas na detec¢io dos compostos fenolicos. A estabilidade do
biossensor em uma solu¢do tampao manteve-se durante 27 dias, um resultado aceitavel ja que

¢ encontrado na literatura um tempo de vida estavel para sistemas semelhantes em torno de 30
dias.

Palavras - chave: Polifenol oxidase (PFO). Biossensores. Polipirrol (PPI).



ABSTRACT

In this dissertation, polyphenol oxidase (PPO) as crude extract of avocado (Persea americana)
was immobilized on electrochemically synthesized polypyrrole (PPY) films using
glutaraldehyde (GA) as a crosslinking agent. PPY and PPY/PPO-GA films were
electrochemically characterized, mainly by cyclic voltametry, where electroactivity and
electrochemical reversibility were evaluated. The detection of phenolic compounds in
standard samples was made by chronoamperometry with a control over the compound
concentration. The process of mass transfer was monitored with an electrochemical quartz
crystal microbalance (EQCM). Our results indicated a good repeatability of the measurements
for the detection of phenolic compounds. The stability of biosensor in a buffer solution has

remained for 27 days, a result acceptable since it is found in the literature a time of life stable
for similar systems around 30 days.

Keywords: Polyphenol oxidase (PPO). Biosensors. Polypyrrole (PPY).
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CAPITULO 1

Este capitulo trata dos aspectos gerais relacionados ao desenvolvimento de
biossensores, dentro de um contexto historico. O objetivo e a motivagdo deste trabalho sdo

também apresentados.

Esta dissertagdo foi dividida da seguinte forma: no CAPITULO 1, apresentamos um
breve levantamento histérico sobre biossensores, a motivagdo € os objetivos que nos levaram
a realizagdo deste trabalho. No CAPITULO 2, destacam-se os materiais € métodos utilizados
na preparac¢do dos sistemas polimeros/enzimas, além da parte instrumental. Os resultados e
discussdo sdo apresentados no CAPITULO 3. O CAPITULO 4 apresenta as conclusdes desta

dissertacdo e, finalmente, o CAPITULO 5, as referéncias bibliograficas.

1.1 MOTIVAGCAO

Os fendis sdo contaminantes do solo e da agua e amplamente usados como herbicidas
e pesticidas'?. Para a detecdo destes compostos, as técnicas de espectroscopia e de
cromatografia exigem instrumentos caros ¢ consomem tempo. Portanto, é de interesse o
desenvolvimento de dispositivos simples, sensiveis e apurados, porém, portiveis, para a

determinagdo de fendis.

Neste sggpdo (V] desenvolwmeﬂtp de novos biossensores tem merecido bastante

doviagin 78 fierature especifliands, perem. rolaf jypmente poucos pesquisadares m se
Vglm pers ﬂg}qwgs engmg/go}lmero. Os polimeros mais utilizados em sensorés

col
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enzimaticos sdo os denominados condutores, tais como a polianilina, politiofeno, polipirrol e
os seus derivados. O interesse em polimeros como matrizes de enzimas se justifica pela
perspectiva de se preparar sistemas com diferentes areas, tamanhos, flexiveis, a um baixo
custo, com materiais relativamente estiveis e em diferentes areas de aplicagdo, como em
medicina, meio ambiente, alimentos e bebidas >*.

Embora necessite apresentar melhoras, em particular em suas caracteristicas de
permeagdo, seletividade e durabilidade, o polipirrol (PPI) e os seus derivados sio ainda os
polimeros mais vidveis para aplicagdo em biossensores, pois podem ser facilmente
eletrossintetizados sob condi¢des brandas, ou seja, em vérios meios (inclusive aquoso) a
relativamente com baixos potenciais e€ com diferentes técnicas — potenciometria,

amperometria ou voltametria ciclica. Além disso, sdo compativeis com uma séric de

compostos bioldgicos.

1.2 INTRODUGCAO

O desenvolvimento e a aplicagdo de novos materiais como os sensores tém
proporcionado significativos avangos em diversos setores da sociedade. Nas ultimas décadas,
estes avangos t€m contribuido para uma melhora na qualidade de vida, particularmente em
setores como alimentos, medicina, meio ambiente, biotecnologia, comunica¢fo, etc. As
industrias, de um modo geral, se beneficiam pelo uso destes sensores como, por exemplo, na

> e de sulfito em alimentos®’. Na é4rea

determinagdo de glicose em café instantdneo
farmacéutica, pode-se vir a determinar o acido ascérbico, a dopamina e a adrenalina em
farmacos. Na medicina, os sensores sdo uteis na determinagdo de uréia em urina € em soro

humano como medidores de glicose. Por ultimo, eles podem ser usados no controle ambiental

na determinac@o de pesticidas. Este interesse crescente em sensores deve-se a uma capacidade
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de resposta rapida e seletiva na presenga de um composto especifico em uma mistura de
componentes sem perturbar o sistema.
Os biossensores combinam um elemento de reconhecimento bioldgico (o receptor) a

um transdutor. Um esquema geral de um biossensor € ilustrado na Figura 1.

o= L Sin_a)l
ol
analito receptor transdutor eletronico

Figura 1. Ilustragio de um biossensor.

Os biossensores podem ser considerados um subgrupo dos sensores quimicos e que
apresentam definigdo e classificagio estabelecidas ®. Eles apresentam moléculas bioldgicas
imobilizadas (freqiientemente enzimas) que interagem com um analito de interesse e
produzem um sinal quimico detectado por um transdutor. O transdutor converte o sinal em
uma resposta mensuréavel, freqiientemente em um sinal elétrico’. Este sinal pode resultar em
uma mudang¢a da concentragdo de prétons, liberagdo ou absor¢do de gases, como amoénia ou
oxigénio, emissdo, absor¢do de luz, emissdo de calor, trazendo assim uma informagdo sobre a
reacdo catalisada pela enzima.

As enzimas foram os primeiros componentes biologicos a serem usados na construgio
de biossensores, seja na forma purificada, seja na forma de extratos brutos de plantas e de
vegetais, tecidos animais e de anticorpos como fontes enzimaticas. Elas sdo catalisadoras
especiais de origem bioldgica, existem em todos os organismos vivos, aceleram varias reagdes
metabolicas importantes para a vida sob condi¢Ses fisiologicas de pH, temperatura, dentre
outros, e tém uma massa molar que varia de cerca de doze mil até acima de um milhdo'’.
Algumas enzimas ndo cont€m nenhum outro grupo quimico, além de residuos de

aminodacidos; outras, para terem uma atividade, necessitam de um componente quimico
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adicional, chamado de cofator, ndo ligado 4 molécula da enzima, mas na auséncia dele, a
enzima fica inativa'®.

Na década de 60, surgiu o primeiro biossensor desenvolvido por Updike e Hicks'!,
utilizando a glicose oxidase imobilizada em uma membrana de acrimalida. O consumo de
oxigénio foi detectado pela aplicagdo de um potencial alto o suficiente para haver a redugéo
do mesmo na superficie de um eletrodo de Pt. A resposta do sistema quantificou a variagdo de
concentragdo de oxigénio dissolvido que, por sua vez, era proporcional a concentragdo de
glicose. Desde entdo, diferentes biossensores tém sido desenvolvidos, pois, em principio,
qualquer componente bioldgico pode ser combinado com um transdutor para produzir um
biossensor operacional.

A enzimologia sistematica comegou a ser divulgada no século XIX, com os
procedimentos de purificacdo e determinagdo de estruturas protéicas. Hoje, cerca de 600
substincias sdo determinadas por processos enzimaticos'>'. A classificagiio das enzimas
envolve uma divisdo em seis grupos principais, de acordo com o tipo de reagdes que elas
catalisam: oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases”. A classe das
enzimas oxido-redutases € muito interessante, sendo muito utilizada na construgdo de
biossensores amperométricos, ja que elas catalisam rea¢des quimicas redox, envolvendo uma
etapa de transferéncia de elétrons no ciclo natural da enzima. Os trés grupos de oxido-
redutases mais usados em configura¢des de biossensores sdo as oxidases, desidrogenases e
peroxidase'*. Nesta dissertagio, estudamos a polifenol oxidase (tirosinase).

Em 1895, Bourquelot e Bertrand observaram o aparecimento de um composto escuro
no cogumelo na presenga de tirosina'>. Em 1896, foi atribuido o nome tirosinase a enzima
presente no cogumelo’. Atualmente, a enzima denominada polifenol oxidase é conhecida

também como tirosinase, cresolase, catecolase, difenolase e fenolase'®.
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A tirosinase, ou polifenol oxidase (PFO), é uma enzima tetramérica com uma massa
molar da ordem de 128 kDa'®. Os sitios ativos desta molécula consistem de dois 4tomos de
cobre coordenados com histidinas, conforme mostra esquematicamente a Figura 2. A PFO
exibe atividade hidroxilase (monofenolase) para monofendis e atividade oxidase (difenolase)

para o-difendis, que sdo convertidos a o-quinonas' .

His
0 {{is
His ' ~ &

""n., .-". v, &
Cu * l RN

/ ™~ o / I \ His
His Hi

hg

Figura 2. Modelo esquematico do sitio ativo da tirosinase (PFO)18.

A PFO ¢ uma enzima que catalisa a converséo de um composto fendlico (substrato) a
uma quinona, que pode ser reduzida eletroquimicamente e permite assim a deteccdo do
analito fenolico’”. Os esforgos para se usar a PFO como uma ferramenta analitica na
determinagdo de fendis e catecdis com transdugdes eletroquimicas tiveram inicio em 1977%.
Desde entdo, biossensores baseados na PFO tém sido elaborados na detecgdo de fendis com
varias formas eletroquimicas de detecgao®'.

No Brasil, destaca-se o trabalho sobre um sistema para a determinagdo de dopamina
em amostras farmacéuticas utilizando extrato bruto de abacate (Persea americana) como
fonte da PFO'S. Neste caso, os trabalhos de Fatibello et al 2122 foram os pioneiros no
desenvolvimento de biossensores com o uso de fontes naturais de enzimas (vegetais e frutas).
Em geral, estes biossensores se mostram mais eficientes, pois as enzimas em seu ambiente
natural tendem a atuar com maior eficiéncia. Além disto, ¢ sempre uma op¢do atraente se
substituir uma enzima purificada, de alto custo, por materiais organicos naturalmente ricos em

enzimas .
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Nos ultimos anos, varios materiais bioldgicos, tais como, células bacterianas, tecidos
animais e de plantas, tém sido testados como componentes biocataliticos de biossensores.
Neste sentido, o Brasil ¢ muito rico em fonte de enzimas de extrato bruto enzimatico para
serem aplicadas nas mais diversas 4reas do conhecimento®. Embora o uso de extratos brutos
possa apresentar certa desvantagem na seletividade do método analitico, é extremamente
econdmico, simples e geralmente com um tempo de vida longo 3,

Para a determinagdo de compostos fendlicos pode-se utilizar biossensores
amperométricos, cuja principal vantagem esta na possibilidade de se medir a corrente gerada
pela reagio biocatalisada de oxidagdio ou redugdo das espécies eletroativas na superficie do
eletrodo em potenciais préximos a 0,0 mV vs ECS. Nesta regifio de potenciais, o efeito de
interferentes, ocasionado pela oxidag3o ou a redugfio de outras espécies presentes no meio, é
minimizado'*.

Os biossensores podem ser classificados conforme a natureza do transdutor fisico:
potenciométrico, amperométrico, calorimétrico, piezelétrico ou Optico. Um biossensor
amperométrico € mais rapido, mais sensivel e mais preciso do que um biossensor
potenciométrico, pois nfio ha a necessidade de esperar que o equilibrio termodinadmico seja
atingido. Além disto, a sua resposta ¢ linear em fungfo da concentragdo do analito.

Como desvantagem deste tipo de biossensor est4 o fato da sua resposta ser governada
somente pelo potencial redox do composto eletroativo presente, ou seja, a corrente medida
pode incluir a contribui¢do de muitas espécies além daquela de interesse, levando a uma baixa
seletividade 2*. Em um biossensor amperométrico a enzima imobilizada na superficie do
eletrodo catalisa a reagdo dos substratos, sendo possivel 0 monitoramento da corrente elétrica;

porém, a corrente obtida ¢ afetada pela velocidade com a qual o analito difunde até a

superficie do eletrodo.

e e LISLIGTECA
INFORMACAO




19

Na construgdo de biossensores amperométricos para fenodis, as enzimas redox
tirosinase, lacase e peroxidase sdo as mais utilizadas e apesar de possuirem diferentes
mecanismos de atuagfo, elas tém sido esquematizadas por meio de uma seqiiéncia de reagGes
similares, conforme Figura 3.

Para se conseguir um biossensor vidvel, com boa sensibilidade e estabilidade
operacional, a enzima deve estar apropriadamente ligada ao transdutor facilitando a
transferéncia de elétrons. Portanto, a imobiliza¢do da enzima sobre o transdutor é uma das

etapas cruciais na preparagdo de um biossensor.

B0 0, ou HQ,
Tirosinase
E o Lacase E.
Peroxidase Eletrodo
E=Z 0V vsECS
CE, red Cf;x
-

Figura 3. Mecanismo das reagdes nos eletrodos enzimaticos para a determinag¢io de compostos fenollcos
E,.q € E,, sdo as formas reduzidas e oxidadas, respectivamente, das enzimas, CF = composto fenélico **

Os processos de imobilizagdo de enzimas em diferentes tipos de matrizes se
desenvolveram muito nos ultimos trinta anos. Uma das razdes para a grande expansdo da

tecnologia da imobilizagio estd ligada ao material de suporte, que pode agir sobre a
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estabilidade e eficiéncia da enzima imobilizada. No caso dos biossensores, a escolha de um
método de imobilizagdio depende do tipo de transdutor, natureza do analito e condigdes de

operagio do biossensor 2.

Os biossensores tendo polimeros condutores como matrizes enziméticas séo bastante
atrativos, pois muitas enzimas podem ser incorporadas ao polimero durante a sua deposigéo
eletroquimica sobre um eletrodo apropriado’’. Além disso, eles podem ser usados como
materiais eletroativos em biossensores eletroquimicos devido a uma flexibilidade em suas
estruturas quimicas e caracteristicas redox °.

Dentre os polimeros usados como matrizes de enzimas, o polipirrol (PPI) é um dos
mais aplicados pela sua boa estabilidade ambiental®, versatilidade de aplica¢des e
disponibilidade de uma ampla variedade de espécies moleculares (redox) que se ligam
covalentemente ao pirrol *. A vantagem do PPI em relagio a outros polimeros, como o
politiofeno e a polianilina, estd na variedade de uso de solventes, inclusive dgua (em meio
neutro), que podem ser usados em sua sintese, pela possibilidade de incorporagdo de varios
tipos de contra-ions, afetando diretamente as suas propriedades como adesfo, condutividade,
morfologia, resisténcia mecénica e reatividade quimica > %.

A Figura 4 ilustra estruturas de alguns dos polimeros condutores onde n representa um

nimero de unidades monoméricas que se repetem para formar a cadeia principal do

(o e 9
S N
n n II'In

Polianilina Politiofeno Polipirrol

polimero®.

Figura 4. Estrutura das unidades monoméricas dos polimeros orgénicos condutores mais estudados.
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A boa processabilidade, flexibilidade estrutural e relativamente baixo custo sdo
algumas das vantagens encontradas e que conferem a aplicabilidade dos polimeros 7.

Os polimeros condutores podem ser sintetizados quimica ou eletroquimicamente. A
sintese quimica € a mais empregada quando se visa uma aplicagdo tecnologica de um material
em uma maior quantidade. J4 a sintese eletroquimica oferece um material na forma de um
filme sem contaminantes, como catalisadores ou agentes oxidantes, tendo um maior controle
dos parametros de sintese.

Neste trabalho, foi utilizado o PPI como matriz de imobilizagdo da polifenol oxidase
(PFO). O PPI foi primeiramente sintetizado em 1968°', mas o interesse na sua caracterizagdo
e aplicagdio surgiu depois dos trabalhos de Diaz ef al ****. Em 1979, Diaz et al * relataram a
eletropolimerizagdo do pirrol sobre um substrato de Pt em meio ndo-aquoso. A forma
condutora do PPI s6 foi mesmo conhecida apos este trabalho e, desde entdo, a polimerizagdo
eletroquimica foi estendida a outros compostos aromaticos como a anilina, tiofenos, furano e
outros. O procedimento eletroquimico de sintese €, sem duvida, um dos mais empregados na
obtengdo de filmes de PPl com alta condutividade elétrica, e as generalidades da
eletrossintese do PPI sdo similares as dos demais polimeros condutores. A ciclagem de
potencial do PPI e de seus derivados entre os estados isolante e condutor pode ser repetida

sem que haja perda da eletroatividade do material.

1.3 OBJETIVOS

Neste trabalho, avaliamos o processo de imobilizagdo da polifenol oxidase (PFO) em
filmes de polipirrol (PPI) sintetizados eletroquimicamente e utilizando o glutaraldeido (GA)
para a formagdio de ligagdo covalente cruzada. Foram construidos biossensores

amperométricos a base de extrato bruto de abacate (Persea americana) como fonte
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enzimatica. Para estes estudos, foram variados os pardmetros concentragio de enzima,
temperatura, pH e potencial visando otimizar a detecgdo de compostos fendlicos, tais como

catecol, hidroquinona, pirogalol e atrazina.
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CAPITULO 2

Neste capitulo, apresentamos os materiais e métodos utilizados no preparo do filme e

na imobiliza¢do da enzima nos filmes de polipirrol, discriminando os equipamentos.

2.1 MATERIAIS

2.1.1 Compostos

Perclorato de litio (LiClOy) foi utilizado como eletrélito de suporte. Pirrol foi destilado
sob pressdo reduzida e armazenado ao abrigo de luz e do calor a uma temperatura de 22 °C.
Glutaraldeido foi utilizado a 25% v/v em é4gua purificada pelo sistema de destilagdo Milli-Q
da Milli-Pore. Os compostos fendlicos utilizados foram catecol M,, = 110,11g/mol (Aldrich),
atrazina My= 215,68g/mol (Aldrich), pirogalol M,, = 126,11g/mol (Aldrich) e hidroquinona

M,, =110,11g/mol (Aldrich).

2.1.2 Enzima

Utilizamos o extrato bruto de abacate como fonte da PFO gentilmente cedido pelo
Professor Dr. Orlando Fatibello Filho da Universidade Federal de Sdo Carlos (DQ-UFSCar).
Os procedimentos para a obtengdo de extrato bruto de vegetais e legumes sfo descritos na

. 4
literatura >

. A PFO como extrato bruto de abacate (Persea americana) foi obtida de acordo
com o procedimento descrito por Lupetti et al 18 que sugere um método simples e rapido.
Neste método, 25g de polpa de abacate foi homogeneizada com 100 mL de tampdo fosfato

(pH 7,0) € 2,5 g de agente protetor Polyclar Super R, em um liqiidificador durante trés

minutos. O homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado a 15000 rpm
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durante 30 min a 4° C'°. Este procedimento foi utilizado por varios autores para a obtengo

de outras fontes de enzimas >>.

2.1.3 Eletrossintese dos filmes de polipirrol e medidas eletroquimicas

A sintese eletroquimica dos filmes de polipirrol (PPI) foi realizada pela técnica de
voltametria ciclica em meio de 0,02 mol L™ de LiC104 e 0,1 mol L™ de pirrol em meio aquoso
até se atingir dez ciclos voltamétricos completos em uma varredura de potenciais a 50 mV s™
de -0,2 a 0,2 V vs ECS. Para analisar a eficiéncia de resposta dos filmes, foram obtidas as
respostas voltamétricas dos filmes de PPI/PFO sem e com glutaraldeido (GA) até cinco ciclos
de varredura completos a 50 mV s'de0,0a 0,9 V vs ECS.

A Figura 5 ilustra a célula de vidro de compartimento inico com capacidade de 10 mL
utilizada para a realizagfio dos experimentos eletroquimicos. Foram utilizados trés tipos de

eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia, calomelano saturado, ECS, € um

contra-eletrodo, uma placa de Pt.

-

INER

Figura 5. Hustra¢fio de uma célula eletroquimica mostrando os eletrodos de trabalho (a), de referéncia (b),
calomelano (c) além da entrada (d) e saida (e) de N,.

Nas medidas eletrogravimétricas, a sintese do filme de PPI foram realizadas em
solugfio de 0,1 mol L™ de pirrol e em solugfo aquosa de LiClO4 de 0,02 mol L. Um fio de Pt

foi usado como eletrodo auxiliar e todos os potenciais foram medidos com relagdo ao eletrodo
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de calomelano saturado, ECS. As variagdes de corrente e de freqiiéncia foram medidas
simultaneamente as medidas de varredura de potenciais.

O eletrodo de trabalho utilizado era um disco de Au com 0,283 cm? de 4rea
geométrica. Os eletrodos de trabalho € o contra-eletrodo foram polidos com solugdes de

alumina em suspensdo de 1,0 um, 0,3 um e 0,05 um.

2.2 METODOS

2.2.1 Cinética Enzimatica

O conhecimento da cinética enzimatica ¢ importante para o entendimento do
comportamento ¢ das propriedades da enzima, bem como do seu mecanismo de agdo. Em
1913, foi desenvolvida uma teoria geral das ag¢Ses enzimatica e cinética por Michaelis-

Menten® e estendida mais tarde, em 1925, por Briggs e Haldane *°.

2.2.2 Equacao de Michaelis-Menten

A teoria de Michaelis-Menten considera que uma enzima (£) se combina com um
substrato (S), para formar um complexo intermedidrio enzima-substrato (ES), e depois se
quebra para formar o produto (P) e regenerar a enzima. Para uma reagfio enzimatica,

envolvendo apenas um substrato, tem-se a seguinte expressdo geral.

ko
E+S &= FES— P+E
".’1 (1)

onde K, K_; e K; sdo as constantes de velocidades das reagdes iniciadas.
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A equagio de Michaelis-Menten expressa a relagdo entre a velocidade inicial de uma
reacdo, catalisada por enzimas e a concentragdo de substrato 1 Para uma concentra¢do fixa
de enzima, a velocidade de uma reagfio enzimatica pode ser expressa como:

V
L __‘—-—-—_—m
0 K, +[S] (2)

onde V4 € a velocidade maxima, quando toda enzima estd presente como ES e logo € igual a

Ky [E], [S] ¢ a concentragdo do substrato ¢ Ky, é a constante de Michaelis-Menten:

K +K,

Km
Kl

(3)

Os valores de Ky, e de Vi podem ser obtidos pelo grafico da velocidade em fungéo

da concentragéo do substrato, como mostra a Figura 6.

RV,

Velocidade

m Concentragado do substrato

Figura 6. Efeito da concentraciio de substrato sobre a velocidade de uma reagao enzimatica 10,



27

Para uma concentragdo fixa de enzima, a velocidade de uma reagdo enzimatica
aumenta com o aumento da concentragdo de substrato até atingir um valor limite, a partir do
qual a adi¢do de mais substrato ndo afeta mais a velocidade. Quando a velocidade de reagéo
atinge a metade da velocidade maxima, V= Vy;4/ 2, o coeficiente de Michaelis-Menten (K,) ¢
igual a concentragdo de substrato, isto €, K = S. O termo K, indica o grau de afinidade da
enzima pelo substrato; quanto menor o K, maior serd afinidade da enzima pelo substrato. No
caso de biossensores, K, € um pardmetro quantitativo importante nfo dependendo da

concentragfo de enzima.

2.2.3 Equacgao de Lineweaver-Burk

A equagio de Michaelis-Menten pode ser reescrita de uma forma mais apropriada para

que os valores de Ky, € Vma sejam obtidos. Pela sua linearizagdo, temos que:

1
— = +
Vo Vo [S] Vo (4)

onde V, ¢ a velocidade inicial de reagdo e esta equagdo é chamada de Lineweaver-Burk.
Ao ser tragado um grafico de 1/}, em fungéo de 1/[S], obtém-se uma reta com
coeficiente angular de K.,/ Viax, com intersec¢do de 1/Vmax no eixo de 1/ e de -1/K, no eixo

de 1/[S], como mostra a Figura 7.
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IV, K
Conf. angular= ——=
118 V.
N,
1/S

UK,

Figura 7. Grifico duplo-reciproco de Lineaweaver-Burk.

2.2.4 Glutaraldeido

O glutaraldeido (GA) (Figura 8) ¢ uma molécula bifuncional que interage fortemente

com compostos com grupos amina e com menor intensidade com o grupo tiol. Inicialmente,

ele foi muito utilizado como fixador em histoquimica e na microscopia eletronica, depois,

como reagente bifuncional no estudo estrutural de proteinas simples e macromoléculas

agregantes ‘*. O GA normalmente age como um agente formador de ligagdes cruzadas

(“crosslinking”) pela interagdo entre os grupos aldeidos do GA e os grupos amina livres dos

compostos 40.

H

H

‘fc-m;—m,—cn,—cgo

Figura 8. Molécula de glutaraldeido (GA).
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A interagdo do GA com o grupo amina livre tem sido muito explorada em diversas
circunstancias, dentre elas se destaca a imobilizagdio de enzimas. A efetividade da
imobilizagdo com GA depende diretamente das condigdes experimentais pela multiplicidade

das estruturas quimicas possiveis.

2.2.5 Determinagao da atividade enzimatica da polifenol oxidase

Como muitas enzimas ndo sdo encontradas puras, ndo ¢ possivel quantifica-las, assim,
elas sdo expressas em termos de unidade de atividade (UA), definida arbitrariamente como a
quantidade de enzima capaz de aumentar 0,001 unidades da absorbancia por minuto. Para o
seu célculo, geralmente é utilizada uma equacdo que relaciona a variagdo da absorbancia

(dabs) com a variagio do tempo (4f) passo (b) € um determinado volume de amostra (v) *';

—

‘/V[\i S
4o AAbs x30x1000"

Atx{;xv,
e

Aqui determinamos a atividade enzimatica da PFO em temperatura ambiente pela

(5)

adi¢do de 2,8 mL de solugdo de catecol (substrato) preparado em uma solugéo tampdo fosfato
de s6dio 0,1 mol L™'em pH de 6,5 e 0,2 mL do extrato bruto de abacate (PFO). A variagdo da
banda de absorgdo de 402 nm, tipico de estruturas quinona foi acompanhada com o tempo
durante 30 segundos em um intervalo de 5 segundos, em um espectrofotdometro UV-VIS

Hitachi, modelo U-2001.

2.2.6 Imobilizagao da polifenol oxidase

Uma das razdes para a expansdo da tecnologia da imobilizagdo de enzimas esta ligada

ao material de suporte, que pode agir sobre a estabilidade e o efeito da enzima imobilizada.
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Muitas vezes as enzimas em solugdes aquosas perdem muito rapidamente as suas atividades
cataliticas e ndo podem ser recuperadas de tais solugdes e nem ter as suas atividades
regeneradas. Estas dificuldades podem ser diminuidas pelo desenvolvimento das técnicas de
imobilizagdo de enzimas.

A enzima livre pode ser imobilizada ou insolubilizada junto a uma matriz inerte de tal
forma a conservar as suas propriedades cataliticas por um tempo mais longo do que na forma
livre, podendo ser utilizada continuamente em um maior numero de analises. A imobilizagdo
de enzimas € considerada um procedimento para aumentar a estabilidade, implicando em um
decréscimo na constante de velocidade de inativagdo ou aumento no tempo de inativagdo sob
condigdes de desnaturagio’”. Dentre os métodos de imobilizagio mais empregados na
construcdo de biossensores destacam-se: adsor¢do, ligagdo covalente, ligagcdo covalente
cruzada e microencapsulagio . Aqui, utilizamos o método de imobilizagdo quimica com
gluteraldeido, GA (por ligag@o covalente cruzada).

O método de ligagdo covalente cruzada emprega o uso de reagentes bifuncionais na
imobilizagdo do material bioldgico. Ele se baseia na formag@o de estruturas com massa
molecular elevada em decorréncia da formac8o de ligagdo covalente cruzadas entre as
moléculas de enzima e/ou moléculas de suporte inerte com reagentes bifuncionais. Alguns
destes reagentes incluem: glutaraldeido (GA) (pentanodiol), acido bisdiazobenzidina 2-2’-
dissulfonico,4-4’-difluor, etc. Neste caso, o GA tem sido o mais usado pela sua baixa
toxicidade e menor custo quando comparado aos demais. Além disto, as ligagbes entre a
enzima e o GA sdo irreversiveis, conferindo uma boa estabilidade frente as variagdes de pH,

forca i0nica, solvente e temperatura “,




31

2.2.7 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) ¢ uma das técnicas mais versateis para o estudo de espécies
eletroativas em solugdo ou imobilizadas em eletrodos, fornecendo informag¢des tanto
quantitativas como qualitativas sobre os sistemas redox *°. Ela se baseia na aplicagio de um
potencial elétrico variavel com o tempo ao eletrodo de trabalho a partir de um valor inicial
(E;). Este potencial cresce linearmente como ilustra a Figura 9 até atingir um valor méaximo,

chamado potencial de inversdo (E;,) e, em seguida, decresce até alcangar um valor final (£).

p.direto

.......

J(mA/ecm?)

pP.reverso

i i
—1
E

pa

DC
E (V) vs SCE

Figura 9. Voltamograma ciclico mostrado a curva de resposta corrente-voltagem sendo J,, ¢ J,. as
densidades de corrente de pico anédica e catédica, respectivamente. No detalhe, a forma do potencial
elétrico aplicado ¢é mostrando com o potencial inicial (E;,), o potencial de inversdo (E;,,) e o potencial final
(Efn)-

Este ciclo pode ser repetido n vezes e a dependéncia da densidade de corrente elétrica
no eletrodo de trabalho, J(4/cm™), em fungdio do potencial elétrico aplicado denomina-se

voltamograma ciclico *. Para o potencial crescente ou direto, obtém-se a curva superior, para

o potencial decrescente ou reverso, a curva inferior do voltamograma.
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Uma curva tipica da densidade de corrente J(A/em™), ou voltamograma, ¢ ilustrado na
Figura 9, que mostra os picos de densidade de corrente catddica, J,c € anodica, Jpa.

Aqui as medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato-galvanostato
EG&PAR 283 acoplado a um microcomputador com uma placa de aquisi¢do GPIB (National

Instruments Corporation) e um programa de aquisi¢@o de dados M270.

2.2.8 Cronoamperometria

A cronoamperometria ¢ uma das técnicas eletroquimicas tradicionais e consiste no
registro da corrente i gerada (pela oxidag@io ou redugio de espécies) devido a um potencial
externo aplicado (Ey, de oxidagdo ou Eg, de redugdo) em fun¢do do tempo t. A carga Q
envolvida no processo pode ser calculada através da area sob a curva. Conhecida a fungfo i =

i(t), se obtém a area pela integral conforme a seguir:

Q= [i(t)dt (6)

2.2.9 Microbalanga de Cristal de Quartzo

Uma técnica analitica muito poderosa para a investigagdo dos processos redox em
filmes poliméricos € a eletrogravimetria, quando se utiliza uma microbalanga de cristal de
quartzo (MCQ). A MCQ compreende basicamente um disco de cristal de quartzo
piezoelétrico de corte AT a 5 MHz, cujo o valor de C ¢ de 56,6 Hz pg’ cm™ parcialmente
recoberto em ambas as faces com um filme metélico fino. As faces deste cristal sdo
conectadas a um circuito elétrico, onde se aplica um sinal de corrente alternada e que gera um
campo elétrico causando a vibragdo do cristal em uma determinada freqiiéncia de ressonincia,
F **. Quando uma das faces do cristal & colocada em contato com uma solugdo eletrolitica, ela
passa a ter a fungfio de eletrodo de trabalho, como em uma cela eletroquimica convencional.

Vol LU RCA
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A MQC permite com que seja possivel investigar pequenas variagdes de massa que
ocorrem no eletrodo de trabalho durante processos eletroquimicos de redugfio e oxidagdo (in
situ). No caso dos polimeros condutores, podem ser estudados os fendmenos de transporte de
fons tanto durante a sua sintese eletroquimica quanto o processo de dopagem/desdopagem do
filme ja depositado sobre o cristal. Esta associagdo da MCQ com Eletroquimica é geralmente
denomimada MCQE (microbalanga de cristal de quartzo eletroquimica).

Como as medidas obtidas pela MCQE se referem as varia¢des de freqiiéncia e ndo de

oy ~ 4 ~ . A :
massa, utiliza-se a equagio de Sauerbrey *’ para se obter uma relagio massa/freqiiéncia:

—2AmF?

= 7
A(up)"” (7)

onde AF ¢é a variagdo da freqiiéncia de ressonéncia, F, a freqiiéncia de ressondncia
fundamental do cristal, Am, a variagdo de massa na superficie do eletrodo, p, 0 méodulo de
cisalhamento do cristal, p, a densidade do cristal e A, a area geométrica do eletrodo.

A MCQ foi muito utilizada para se medir variagdes de massa no ar ou sob vacuo e a
sua utilizagdo em liquidos é mais recente. Os experimentos com a MCQE permitem se obter
simultaneamente pardmetros eletroquimicos, tais como corrente, potencial, cargas e variagdes
da freqiiéncia de ressonéncia do cristal, que podem ser associadas diretamente as mudangas

€m massa no cristal.
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CAPITULO 3

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a prepara¢do
e caracterizagdo dos filmes de polipirrol (PPI) e da imobiliza¢do da enzima, polifenol
oxidase (PFO), na matriz polimérica para aplicagdo em biossensores. Mostraremos como
algumas varidveis, tais como temperatura, pH e potencial, influenciam no comportamento
eletroquimico dos filmes poliméricos. Ressaltaremos o comportamento dos biossensores

quando em presenga de alguns compostos fendlicos e as suas respectivas curvas analiticas.

3.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1 Otimizacao de parametros para o biossensor

1]

Quando um biossensor com uma enzima imobilizada é construido, busca-se manter a
atividade enzimatica. No processo de imobilizagdo de enzimas, este fator é de grande
importancia, pois durante a imobiliza¢do das enzimas, podem acontecer mudangas no
comportamento cinético.

Alguns fatores fisicos e quimicos podem afetar diretamente uma reagdo enzimatica.
Como as enzimas possuem estruturas espaciais bem definidas, as variagdes de pH ou de
temperatura do meio podem alterar os sitios ativos enzimaticos, fazendo com que a enzima
perca a sua atividade catalitica (desnaturagfio)”>*®. Assim, & necessério otimizar as condigSes
operacionais do biossensor enzimatico, ou seja, estabelecer os pardmetros necesséarios para

que ele responda com eficiéncia com o uso de técnicas usuais de caracterizagfo.
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3.1.1.1 Efeito do pH

A densidade de corrente anédica maxima J (0 A cm?) foi medida no valor de
potencial operacional de 50 mv durante medidas voltamétricas em fun¢do do pH para valores
no intervalo de 4,5 a 8,5 (Figura 10). A escolha desta faixa de operagdo foi feita apds se
considerar que muitas enzimas, devido a problemas relacionados com a desnaturagéo, atuam
em ambientes restritos de pH e temperatura*®. No caso da polifenol oxidase, o pH adequado

deve ficar entre 5 e 8% 4.

30 - o
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~
(0 ¢)
©
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Figura 10. Estudo do efeito do pH de 4,5 a 8,0 para filmes sintetizados em solu¢ido de 0,1 mol L de pirrol,
0,02 mol L' de LiClOy, 0,02 mol L de glutaraldeido (25%), 600 mol L' de catecol, v=50 mV s,

Inicialmente, observa-se que, para um pH de 4,5 o biossensor apresenta uma resposta
amperométrica relativamente baixa quando ¢ alterado para 6,5, a resposta do biossensor
aumenta cerca de seis vezes. Para valores de pH acima de 7,5, ha uma tendéncia a diminuig&o

da resposta, provavelmente pela desnaturagéo da enzima, com a alteragdo das suas estruturas
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tercidrias e quaternarias. Portanto, as melhores respostas foram obtidas para valores de pH

entre 6,5 e 7,5, ja que a densidade de corrente, neste intervalo de pHs, nfo variou muito. A

partir destes resultados, optamos por trabalhar com uma solugdo com pH 6,5, quando parece

ndo haver alteragdo da atividade enzimatica e nfo estar no limiar do decréscimo da resposta

amperométrica do biossensor, garantindo assim uma faixa de trabalho de maior seguranca em
~ , A . . 50 ‘

relagdo ao pH. Este resultado estd em concordincia com a literatura™ até mesmo para

diferentes sistemas quando as condigBes experimentais do ambiente de trabalho s&o

investigadas para diferentes pH da solugéo tampZo.

3.1.1.2 Efeito da temperatura

A Figura 11 mostra a dependéncia da densidade de corrente anédica J (uA cm™)
méxima com a temperatura medida no valor do potencial de 50 mV durante as medidas
voltamétricas. Os Maiores valores de corrente sdo os observados para temperaturas entre 25 e
30 °C, indicando um ponto de maxima resposta em torno de 27 °C, que seria a temperatura
mais adequada de atividade méxima da enzima. Para valores superiores e inferiores a 27 °C, a

resposta do biossensor decai, provavelmente pela desnaturagéo da enzima.




37

42 A

40
397
38

37 1

J(pAcm?

36
35

34

33 T T L T T v T
20 25 30 35

Temperatura (° C)

Figura 11. Influéncia da temperatura na resposta do biossensor. Condi¢des: tampio fosfato pH 6,5 (0,05
mol L") em solucio de 0,1 mol L de pirrol, 0,02 mol L de LiClO, e 0,02 mol L de glutaraldeido (25%),
v=50 mV s’

3.1.1.3 Efeito da variacio da concentracio da polifenol oxidase (PFO)

A variagdo da densidade de corrente anddica maxima com a concentragdo de PFO,
comumente chamada de curva de sensibilidade, é mostrada na Figura 12, sendo obtida para
biossensores construidos a partir de diferentes concentragdes da enzima na forma de extrato
bruto (15-40 U mL™). Observa-se que houve um aumento da resposta de corrente com o
aumento da concentragiio de enzima e uma saturagiio para concentragdes acima de 35 U mL"™".

Assim, optou-se pelo uso de uma concentragdo de 33 U mL™ para a construgio dos

biossensores PPI/PFO.
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Figura 12.Efeito da quantidade de enzima (PFO) na resposta do biossensor em solucio tampio fosfato pH
6,5 (0,05 mol L") em soluciio de 0,1 mol L™ de pirrol.

A Figura 13 mostra o espectro de absorbancia na regido do UV-VIS para uma solugéo
de catecol como substrato e PFO. Neste espectro, observa-se uma banda de absor¢do mais
intensa com valor maximo em 402 nm e que ¢ tipica de estruturas do tipo quinonas. A PFO
em solugdo catalisa a oxidagdo do catecol em quinonas, produzindo uma solugo amarelada.
Nos vegetais e frutas (como o abacate, aqui usado na forma de extrato bruto), a presenca da
PFO € que a responsavel pela coloragfo escura caracteristica.

Uma das formas mais usuais de se acompanhar a cinética enzimatica € pelo
monitoramento da variagdo da absorbancia em fungéo do tempo, como mostra a Figura 14. A
partir deste grafico, ¢ possivel calcular a razéo da diminui¢io de absorbincia por minuto
(velocidade da reagdo enzimatica), aplicar o modelo de Michaelis-Menten (K,,) e determinar

os parametros cinéticos. O pardmetro K, representa a afinidade da enzima pelo substrato (no



nosso caso, catecol), quanto menor o seu valor, maior a afinidade, o que reflete na
sensibilidade.
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Figura 13. Espectro de absor¢do de uma solug¢do contendo PFO (0,2 mL) e catecol (0,1 mol L") em tampio
fosfato pH 6,5 (0,05 mol L),

O método Lineweaver-Burk foi utilizado para encontrar os valores dos pardmetros
cinéticos da PFO como enzima livre usando o catecol como substrato. Foram encontrados os
valores de K;,= 3,8 mmol L'e Vo= 091 umol/min'1 para enzima livre. Portanto, o valor de

Km ¢ semelhante ao encontrado na literatura’' em relagio a imobilizagdo da tirosinase em

sistemas de matriz de copolimeros PPI/PDMS (polidimetilsiloxano), Ky = 4 mmol L' e

Vmax=11,2 pmol/ min”'. Para a enzima livre, os valores encontrados na literatura sdo 5,16, 4.0,
¢ 0,14 mmol L1323,

39
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Figura 14, Maximo da absorbincia a um comprimento de onda fixo (A = 402nm) em fun¢io do tempo para
uma solucio contendo 0,2 mL de extrato bruto (PFO) e 0,1 mol L de catecol.

3.1.1.4 Efeito do potencial operacional aplicado na resposta do biossensor

O potencial operacional também tem uma influéncia significativa na resposta do
biossensor, pois ele pode contribuir para um aumento da sua sensibilidade e seletividade do
biossensor **. A variagfio da densidade de corrente com o potencial operacional foi verificada
para se encontrar uma condi¢io 6tima na determinagdo do catecol, sendo obtida em uma faixa
de potencial diferentes de -400 a 400 mV para uma solugfio contendo 600 pmol L™ de catecol
em 0,1 mol L de tampao fosfato (pH 6,5).

A Figura 15 mostra a influéncia do potencial operacional sobre a resposta do
biossensor PPI/PFO-GA, onde se nota um valor mdximo da densidade de corrente no

potencial em torno de 50 mV para, em seguida, haver uma diminui¢io na resposta. Assim,
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este valor de potencial foi o escolhido em estudos subseqiientes para alcangar uma maior
sensibilidade do biossensor e minimizar possiveis interferéncias na sua caracterizagfo. Este
valor estd de acordo ao encontrado na literatura®. Neste trabalho o autor usa um alcance de
potencial de -250 a 300 mV para um sistema de p- tolueno sulfonato-PPI/PFO e obtiveram um

potencial operacional também de 50 mV.

10 [ ]
W .

04
(\,‘A

E -10+
<

\j; 4
S

|
-20 -
-30
L ' 1 ' 4 M 1 v ]
-400 -200 0 200 400
E(mV)

Figura 15. Efeito do potencial operacional sobre a resposta do biossensor na determinagio do catecol em
uma soluciio contendo 600 pmol L™ de catecol e 0,1 mol L' de tampio fosfato (pH 6,5).

3.1.1.5 Estabilidade de estocagem

O estudo sobre a estabilidade dos biossensores € de grande importancia, a sendo
necessario verificar como eles atuam apos a estocagem. A estabilidade de estocagem do
biossensor é reconhecida como um pardmetro diretamente relacionado a manutengdo da

atividade enzimatica sob condig¢des especifica.
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Nas condi¢des otimizadas, o biossensor PPI/PFO-GA foi monitorado durante 40 dias.
A resposta do filme € mostrada na Figura 16. Observa-se que o biossensor perdeu em torno de
34% de sua atividade até o 8° dia. Desde entdo, ndo se observou perda de atividade dentro dos
35 dias seguintes, mantendo-se praticamente estivel com pequenas flutuagdes durante os
vinte e sete dias restantes, o que lhe confere boa estabilidade neste periodo comparavel aos
resultados encontrado na literatura que houve perda de 45% de atividade nos primeiros 5 dias

para o sistema PPI/PFO*2,
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Figura 16. Estabilidade do biossensor PPI/PFO-GA obtida em 600 pmol L de catecol e 0,1 mol
L' de tampao fosfato (pH 6,5).

3.1.2 Eletrossintese do polipirrol

Otimizados os parametros de resposta, a etapa seguinte foi a caracterizagéo
eletroquimica dos biossensores obtidos a partir do uso da polifenol oxidase (PFO), como

extrato bruto de abacate, imobilizada na matriz de filmes dos filmes de PPI. Foram
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investigadas a eletroatividade dos filmes de PPI e a reversibilidade eletroquimica dos seus
processos redox. A Figura 17 mostra os voltamogramas ciclicos de um eletrodo de Au durante
o processo de formagio de um filme de PPI.

Durante a polimerizag¢do do pirrol, houve um aumento da densidade de corrente com
os sucessivos ciclos pelo espessamento do filme de PPI. Além disto, nota-se no voltamograma
uma resposta de corrente na regidio de +200 mV e +400 mV vs ECS, que aumenta de
intensidade com as varreduras sucessivas, caracterizando a resposta de um filme eletroativo
depositado na superficie do eletrodo. Durante a eletropolimerizagdo do pirrol em solugdo
aquosa, os contra-anions do eletrolito suporte sdo incorporados ao filme; assim, as cadeias do
PPI, carregadas positivamente, sdo neutralizadas pelos 4nions dopantes®’.

A espessura dos filmes de PPI pode ser estimada pelos valores de carga elétrica total

obtida durante a polimerizagdo eletroquimica do pirrol®’

. A carga total depositada sobre a
superficie do Au foi de 24,14 mC cm™ ap6s 10 ciclos, o que corresponde uma espessura para
o filme de PPI de 0,04 um, conforme calculado em equagéo proposta na literatura®®.

A partir da Figura 17 determinamos a dependéncia da corrente catédica maxima no

potencial de 400 mV com o niimero de ciclos como mostra na Figura 18. Deste resultado,

pode-se inferir que nesta faixa de trabalho houve um crescimento linear do filme.
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos do eletrodo de Au em meio de uma solu¢fio aquosa de 0,1 mol L' de
pirrol ¢ 0,02 mol L" de LiClO,av=50 mV s,
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Figura 18. Curva de corrente maxima em funciio do numero de ciclos obtidos pelo voltamograma ciclico
da Figura 17.
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3.1.3. Imobiliza¢dao enzimatica

Apds a eletropolimerizagdo do pirrol sobre o eletrodo de Au, procedeu-se com a
imobilizagdo da PFO sobre a matriz de PPI. O GA foi utilizado em uma tnica etapa para a

incorporagdo da enzima (imobilizagdo quimica).

3.1.4 Concentragao de glutaraldeido

A Figura 19 mostra a varia¢do da densidade de corrente em func¢do da concentragdo de

GA usado durante a eletrossintese dos filmes de PPI/PFO-GA.
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Figura 19. Dependéncia da densidade de corrente a uma concentragiio de glutaraldeido (20 a 200 pmol L’
'Y usado durante a sintese dos filmes de PPI.

Observa-se, nesta Figura, um aumento linear da densidade de corrente em todas as
faixas de temperatura a uma concentra¢do fixa de GA. No entanto, um pico de corrente ¢

observado para a concentragio de GA em torno de 1000 umol L™, mostrando que o uso de
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quantidades superiores de GA no preparo dos biossensores PPI/PFO-GA ndo melhora as suas
respostas (ou seja, os seus valores de densidade de corrente). Pelo contrdrio, causaram um
decréscimo monotdnico da densidade de corrente anddica méxima, provavelmente pelo
aumento na espessura dos filmes de PPI sintetizados a altas concentra¢es de GA e pela maior

dificuldade de difusdo das espécies eletroativas através de filmes mais espessos.

3.1.5 Imobilizagao da enzima na matriz polimérica

A PFO foi imobilizada no filmes de PPI conforme apresentado na parte experimental.
Aqui serdo apresentados os voltamogramas ciclicos dos filmes de PPI sem e com a enzima
imobilizada e sem e com o GA.

Na Figura 20a nota-se uma diferen¢a nos valores de densidade de corrente para os
filmes de PPI e PPI/PFO em potenciais fixos de 400 mV e 200 mV vs ECS. Essa diferenga
para esses potenciais ndo foram tdo visivel com a adigdo de GA (Figura 20b) o que

possivelmente confirma uma maior estabilidade do filme com GA.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos dos filmes: a) PP1 ¢ PPI/PFO, b) PPI/PFO-GA. Os filmes foram
preparados em 0,1 mol L de pirrol, 0,02 mol L' de LiClO, e 0,02 mol L' de GA (25%) para os filmes
com GA,
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3.1.6.Desempenho do biossensor

A Figura 21 mostra a dependéncia da densidade de corrente com o numero de
determinagdes para os filmes de PPI/PFO e PPI/PFO-GA a um potencial fixo de 50 mV.
Observa-se uma diminui¢do mais acentuada da densidade de corrente com o numero de
determinagdes para o filme PPI/PPO. Para o filme PPI/PFO-GA, observa-se inicialmente uma
acentuada diminui¢&o da densidade de corrente mais acentuada e, em seguida, uma tendéncia
a estabilizagdo da resposta para numero de determinagdo acima de 12. Este resultado
observado ¢é claramente observado no detalhe da Figura 21, onde ambas as respostas foram
normalizadas. Este resultado mostra claramente que o filme PPI/PFO-GA confere uma maior
estabilidade ao biossensor conforme observado na literatura com os filmes de PPI com outra
enzima imobilizada (salicilato hidroxilase)®. Portanto, a imobilizagdo em filmes de PPI por
ligagdo covalente com o uso do GA proporciona uma maior estabilidade ao biossensor,

particularmente para um numero de determinagdes acima de 12.
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Figura 21. Perfil da estabilidade do biossensor PPI/PFO/GA comparado com o biossensor PPI/PFO em
fungio do numero de determinacdes. Resposta amperométrica foi obtida em solugfio de tampio fosfato pH
6,5 (0,05 mol L™), v=50 mV s-1.
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3.1.7 Resposta do biossensor PPI/PFO-GA em presenca de diferentes
compostos fendlicos.

O comportamento eletroquimico dos filmes PPI/PFO e PPI/PFO-GA em meio
a diferentes compostos fenélicos foi avaliado em uma solugio de 0,1 mol L™ de tampéo
fosfato (pH 6,5) a um potencial de 50 mV (Figura 22). A resposta amperométrica destes
filmes, apds se adicionar aliquotas sucessivas de catecol, atrazina, hidroquinona e pirogalol
em tampdo fosfato de pH 6,5, também pode ser vista na Figura 22.

Na Figura 22 observa-se uma clara diminui¢do da corrente com o aumento da
concentrag@o dos compostos fenélicos, entdo atribuida a redugfio enzimatica, juntamente com
a produgdo de quinona na interface eletrodo/solugdio. O eletrodo enzimatico respondeu
rapidamente aos compostos fenodlicos e uma linha de corrente de base foi alcangada em 5
segundos para atrazina, catecol e hidroquinona.

A reprodutibilidade das medidas foi verificada utilizando-se uma concentragdo de 400
umol L' de catecol, sendo repetida 10 vezes para cada composto fenélico com o mesmo
filme, como pode ser visto na Tabela 1. Pelos resultados obtidos, verificou-se a
reprodutibilidade das medidas, principalmente para o catecol e pirogalol, possivelmente pela

maior afinidade da PFO por estes substratos.

Tabela 1. Reprodutibilidade de medidas obtidas com o filme PPI/PFO/GA em compostos fendlicos.

Composto fenélico Média Repmdl(l:)blhdade Desvio padrio %
catecol 24,56 10 5,76
atrazina 5,14 10 0,96
pirogalol 19,58 10 3,41
hidroquinona 26,82 10 2,13

e D ELICTECA
INFORMACAO
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Figura 22. Cronoamperogramas dos filmes PPI/PFO-GA em meios de diferentes concentracdes de (A)
atrazina, (B) catecol, (C) pirogalol e (D) hidroquinona apé6s variar a concentraciio de 200-4000 pmol L’
em tampéo fosfato com pH 6,5.

3.1.8 Curvas de calibragao para diferentes compostos fendlicos

As curvas de calibragdo foram obtidas pela adi¢do de diferentes concentra¢des dos
quatros compostos fendlicos, Figura 23. As principais caracteristicas dos filmes PPI/PFO-GA,
incluindo sensibilidade, alcance linear e constante aparente de Michaelis-Menten, estdo
listadas na Tabela 2.

A sensibilidade dos filmes em meio aos diferentes compostos fenolicos foi calculada
no alcance linear seguindo esta ordem: pirogalol > hidroquinona > catecol > atrazina (Tabela
2). As diferentes sensibilidades observadas pelos compostos fenoélicos podem ser atribuidas a

formagdo de o-quinonas durante a reagdo enzimaética. O catecol, hidroquinona e a pirogalol
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sdo substratos que apresentam uma alta afinidade pela PFO se comparados a outros fendis, o

que justifica uma sensibilidade mais acentuada para estes compostos 5,
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Figura 23. Curva de calibracio para os compostos fenélicos (a) catecol, (b) atrazina, (c) pirogalol e (d)
hidroquinona em tampio fosfato pH 6,5.

Tabela 2. Principais caracteristicas analiticas do filme PPI/PFO-GA.

Composto Limite de | Sensibilidade | Coef. de | Alcance K™ | Vinax
fenélico Detec(;z'u_)l (nA/pM) correlagio Linjar 4 |um pA
(umol L) r (10" mol L
Catecol 6,35x 10™ 0,0428 0,99507 2,0-8,0 135 |0,03015
Atrazina 2,02x 107 0,0356 0,93504 2,0-8,0 393 | 0,02966
Pirogalol 519x 10 0,1827 0,9886 2,0-8,0 144 | 0,01465
Hidroquinona | 5,04 x 10™ 0,0446 0,88556 2,0-7,0 34,4 | 0,036

Os resultados apresentam uma seqiiéncia de linearidade (catecol, atrazina, pirogalol e
hidroquinona) com o alcance linear no intervalo de concentragdes de 2,0 x10™ a 8,0 x10™ mol
L!. Este resultado estd em concordancia ao observado na literatura, um intervalo linear para

catecol, pirogalol, hidroquinona, fenol e p-cresol entre 4,0 x 10° a 20x 10* mol L' ©°.
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O limite de detecg@io (LD) foi calculado segundo a IUPAC, que define LD como a
menor quantidade mensuravel com razoavel certeza para um dado procedimento analitico °'.
Os procedimentos estatisticos, para uma dada curva analitica, fornecem uma expressio para o

célculo do LD em fung&o da concentragio do analito:

KS
LD= m” (8)

onde m ¢ o coeficiente angular da reta obtida de uma curva analitica, Sy, a estimativa do
desvio-padrdo da solugdo do branco e K, uma constante estatistica. O uso de K= 3, sugerido
pela IUPAC, permite um nivel de confianga de 99,8% para uma medida baseada no erro
relativo do sinal “do branco”, assumindo uma distribui¢do normal. Considerando os valores
obtidos experimentalmente e que foram representados graficamente na Figura 23, foi possivel
calcular o LD para cada composto fendlico. A estimativa do desvio-padrdo calculada para o
sinal amperométrico do “branco” (n=10) forneceu um valor de 0,16942 A cm™.

A constante de Michaelis-Menten (K,) que representa a afinidade da enzima pelo
substrato foi calculada pelo método grafico de Lineweaver-Burk. Para o filme PPI/PFO-GA,
os valores da K, aparente foram calculados como 135, 393, 144, 34,4 uM para os compostos
catecol, atrazina, pirogalol e hidroquinona, respectivamente. Para o catecol como substrato, o
valor da K, foi maior do que os encontrados na literatura com outros tipos de matrizes para a
PFO %% o que indica uma alta afinidade da enzima quando imobilizada no filme de PPI com
o substrato (catecol) e, conseqiientemente, uma alta sensibilidade do filme.

A reprodutibilidade das medidas com os filmes PPI/PFO-GA foi determinada usando
uma solugdo contendo 600 pumol L' de catecol para quatro diferentes biossensores, o que
produziu um desvio padrdo de 8,3%. Esta reprodutibilidade das medidas provavelmente se
deve a alta sensibilidade e eficiéncia da imobilizagdo da PFO na forma de extrato bruto sobre

a matriz de PPIL.
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3.1.9 Monitoramento do processo de formagao e de resposta dos filmes
de PPI por medidas eletrogravimétricas

Nesta se¢do, serdo descritos os resultados obtidos a partir do uso da técnica de
eletrogravimetria. Na Figura 24, sdo apresentadas as curvas eletrogravimétricas obtidas
durante a sintese dos filmes de PPI, onde se observa um aumento na variagdo de massa para
potenciais maiores do que 400 mV. A massa continua aumentar até a varredura inversa na

regido de potencias entre 100 e 400 mV.
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Figura 24. Curvas eletrogravimétricas durante o processo de formacéo do filme de PPI sobre o eletrodo de
Au em cristal de quartzo, em meio de uma solucio aquosa de 0,02 mol L' de LiClO, ,de 0,1 mol L' de
pirrol,v=50mVs",

As pequenas variagdes de massa observadas possivelmente se referem a entrada e
saida de eletrdlito de suporte no filme, devido ao potencial aplicado, ndo estando, portanto,

relacionadas ao processo de crescimento do filme. O ganho de massa do eletrodo com os

ciclos sucessivos tende a diminuir com o aumento da espessura do filme, como pode ser visto
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para potenciais na regido de 900 mV. Este é um comportamento esperado para o processo de
formagio de filmes de PPI e analisado por medidas de MCQE®.
A Figura 25 apresenta a variagdo da massa em fungfio do tempo durante o processo de

formagédo do filme de PPI que ¢é linear, indicando a obtengdo de um filme homogéneo e rigido.
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Figura 25. Variagfio de massa em fung¢fio do tempo para o crescimento do filme de PP1 em solucgiio aquosa
de 0,02 mol L™ de LiClO, e 0,1 mol L" de PPL,v=50 mV s™.

Na Figura 26, € apresentada a variag@o de freqliéncia com o potencial aplicado, onde
se observa que o filme de PPI comega a se formar sobre o eletrodo de Au quando o potencial
excede o valor de 800mV.

A variagdo de freqiiéncia observada na Figura 26 esta relacionada & variagdo de massa
depositada sobre o eletrodo para cada ciclo. A freqiiéncia média que aumentou durante cada
ciclo de deposigdo foi de 0,5 Hz, que ¢ equivalente a um ganho de massa de 0,43 pg, um valor
menor comparado ao da literatura em que na deposi¢do eletroquimica do PPl/heparina

freqiiéncia média foi de 2 kHz o equivalente a 1,73pg®.
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Figura 26. Variac¢fio da freqiiéncia em func¢fio do potencial para o filme de PPI em solugiio aquosa de 0,02
mol L de LiCIO; e 0,1 mol L de pirrol,v=50 mV s™.
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CAPITULO 4

4.1 CONCLUSOES

O desenvolvimento de biossensores amperométricos de filmes de polipirrol (PPI)
como matrizes para a imobilizagdo da polifenol oxidase (PFO) e a aplicagdo destes
biossensores na analise de compostos fenolicos foram demonstradas com sucesso neste
trabalho. A otimizag8o do processo de imobilizagdo da enzima na matriz de PPI foi alcancada
variando-se a concentragdo de enzima, temperatura, pH e potencial. O processo de
imobiliza¢do da enzima utilizando glutaraldeido (GA) para a formagédo de ligacdo covalente
cruzada foi avaliado por medidas eletroquimicas (voltametria ciclica e cronoamperometria).
Uma forte evidéncia da incorporagdo da enzima no filme foi constatada pela detecgdo de
compostos fendlicos. Os biossensores detectaram satisfatoriamente os compostos fendlicos
estudados (catecol, hidroquinona, pirogalol e atrazina), sendo assim, os resultados
apresentados contribuiram para o desenvolvimento de biossensores eficientes e com baixo
custo a partir do uso de extrato bruto de abacate (Persea americana) com bons resultados de
sensibilidade, reprodutibilidade das medidas e estabilidade por mais de quatro semanas, tendo
um decréscimo do sinal em torno de 34% até o 8° dia. Os resultados obtidos nos permitem
prever outras possibilidades de trabalhos futuros devido a variedade de sistemas biocataliticos
encontrados em outros tecidos vegetais e a construgdo de novos biossensores, ndo s6 com a

enzima estudada, mas também com outros sistemas enzimaticos.
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