Z:/ A “‘)

dow Tere d Medhado .DxQchQﬁo(Lo, ean
Voodie Mafidoma. ¢ Poasvecto. pelo-

Comurmos TMJ&M&Z

Campinas, 9206 [

%/%m'é‘mw & J veses Vol

Pl
ESTUDOS SOBRE A IMOBILIZAGAO QUIMICA
E ELETROQUIMICA DA

GLICOSE OXIDASE

ROBERTO MATSUKURA + WX

Tese pE MESTRADO

ORIENTADOR : PROF. DR. GRACILIANO DE )OLIVEIRA NETO € /

CamPiNas - 1992

i

URiCaMP
BHELEITECA CENTRAL




Aos meus pais.

Ao Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto, rela
amizade, compreens8b e orientagdo segura

ao longo da realizac&o deste

trabatho.

il



AGRADECIMENTOS

Aos Professores Drs. Luiz Manocel Aleixo e Oswaldo E. 5.

Godinho, pelas wvallosas discussbes.

Ao Sr. Ker;ji Hata pela doag&’o das membranas de cold"geno.
Ao Professor Jo&o o. Tognollf, pelo‘inc‘:entivo.

o~ . ~F
Ao Professor Joac R. Fernondes, por valosas sugesloes

redaq:c'i’o desta tese.

Aos amigos do. laboratorio, pela alegria e amizade.

Ao Lourindo pela presteza na reprodupgo e encadernap&é

da tese.

Ao Instituto de Quimica da Unicamp, pela oportunidade de

realizac;'&o deste trabalho.
A CNPQ pelo apoto financeiro.

iii

na



RESUMO

No presente trabalho estudou-se a - imobiliéa(;’é’o
eletroquimica da enzima gliocose oxidase, E.C. 1.1.3.4. C GOD >,
em filme de polipirrol € polimerc condutor 2 no eletrodo de
platina. O filme de ©polipirrol ¢ PPi 3> foi 9obtido
eletroquimi camente em solug3io aquosa de pirrol 0,1 M e KCl i,O M,
aplicando-se potencial constante de 990 mY durante uma hora. Em
seguida, imobilizou-se a GOD 468 Us/ml, & potencial constante de 640
mV durante wuma hora, em solugio de tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,88.
Verificou-se aumento da corrente, com potencial de pico em 38O mV,
apés adig@o de B0 mM de glicose, evidenciando a transféréncia~de
elétrons do grupo prostético flavina adenina dinucleotideo C FAD O
da enzima para o eletrodo modificado.

Empregou-se outro método de imobilizag®o da GCOD, atraveés
da reac¥o quimica com glutaraldeido em membrana de coligeno. Esta
foi acoplada no eletrodo de oxigénio de duas maneiras : membrana -
na superficie do sensor e lateralmente ao sensor. As melhores
condig®es encontradas para utilizag‘é{o' deste eletrodo foram :

Temperatura 28,0 = 0,1 °C; pH de 6,84 a 7,14; faixa linear de

concentracio de glicose 8,0 x 1070 a 1,0 x 10 > M. A estabilidade
& comparavel a dos eletrodos comerciais, possibilitando 320
anilises. Dos principais agucares associados apenas manose
interfere a partir de quantidade 2,5 vezes a da glicose.:

Anilises de amostras de café soluvel com o eletrodo
contendo 2 enzima imobilizada lateralmente, apresentaram
resultados compardveis aos obtidos pelo método da ACAC;
coeficiente de correlacgZo 0,8840 e a equag3o Y = 0,3674 + 0,9461 X. |
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ABSTRACT R .

In this work the electrochemical immobiiisétion of [(3-D-
glucose oxidoreductase enzyme on a polypyrrole film platinum electrode
was studied. The poiypyrrole film was prepared by‘electrochemical
polymerisation of 0,1 M pyrrole in as agqueous solution containing O,1
M KCl, applying a constant potential of 980 mV, during one hour. Next
the enzyme film was potentiostaticaly immobilized at &40 mV, from the
solution of glucose oxidase 46 Us/ml buffered at pH 6,88 with 0,1 M
phosphate. After 50 mM glucose addition there is a increase in the'
current with peak potential at 380 mV, evidencing electron transfer
from the enzyme protestic flavin adenine dinucleotide group to the
 modified electrode. ' ' |

Another immobilisation method was used through a
glutaraldehyde chemical reaction on collagen membrane. It was coupled
on the oxygen electrode in two diferents ways : with the membrane on
the surface of the sensor or by its side. The best. conditions for
utilisation of this electrode were found . to be : 28,0 z 0,1°C; pH 6,84
- 7,14; the linear response in the glucose concentration range of 8,0
x 10"5 - 1,0 x 10_3 M. The electirode stability is comparable to the
commercial available one, allowing 320 analysis. From among  the
possible interferences, only mannose is important when present in

concentration 2,5 plus the glucose.
Samples of instant coffee were analysed and the results
obtained by the proposed method and by the established ACAC method

correlated well C r = 0,9940 >
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INTE‘ODUCZQ

Nas Gltimas duas décadas o desenvolvirrien;:,o 'e aplicag3oc de
biossensores em andlises, tornou-se uma das Areas mais excitantes na
pesquisa em quimica analitica [1,. 21. ; Eles s8o sénsor‘es que associam
um componente bioldgico ativo a um transdutor. |

Geralmente, escolhem-se dispoéitivos eletroquimi;os para
desenvol vi mento daqueles sensores, devido 2 simplicida;de de obtengfo
de leitura elétrica direta e aos grandes avanc;oé. na tecnoclogia de
circuitos integrados. Embora inicialmen’t;e tenham sidoﬁsados apsnas
enzimas, atualmente, novos conceitos utilizam microrganisfnos, tecidos
vegetais e animais, antigeno e anticorpos [3, 4, 501.

Em todos os casos, o objetivo & sempre monitorar um sinal de
diferenca de potencial ou intensidade de corrente, diretamente ou
indiretamente pr‘oporciohal A concentragfo de um analito, medindo o
consumo de um dos reagentes ou a formagfo de um produto.

Clark e Lyons ([5] foram os primeiros a introduzirem o
conceito de eletrodo enzimatico, mas o primeiro trabalho com este Lipo
de eletrodo foi descrito por Updike e Hicks [8] na década de 70 quando
usaram a glicose oxidase imc_;bilizada em gel no eletrodo polarcografico
para oxigénio, na analise de glicose em amostras bioldgicas.

E importante se conhecer as caracteristicas da enzima e da



reac¥o que cataliza, para a escolha do tipo de imobilizaglo e do
eletrodo base.
Existem comercialmente varios tipos - de eletrodos ion

seletivos e de oxido-redugio, que podem ser usados na construgio dos

eletrodos enzimiticos. - Como: 1- eletrodo de vidro, para H° e de
citions monovalentes; r 2- eletrodos de gés como NHys CO, € 0Og -
eletrodos s&dlidos e membrana liquida como os de NH;;+,, 32',' CN_ e 1°; e

4- eletrodo de platina, e recentemente a utilizagHo de eletrodos
r;netélicos, elet{r.odos de pasta de carbono é eletrjodos modificados com
polimero condutor.

A variedade de eletrodos aliada a 6isponi bilidade de
cbtengio de enzimas com alto grau dé purezé, permitem hc;o:je a
determinagio de indmeras substancias orginicas de modo simples, répido
e preciso Ctabela 13. A

Um dos elétrodos enzimaticos mais utilizados atualmentie nos
Estados Unidos e Eurcopa € o de gli;:ose, n3o sé pela importédncia dessa
determinag@o em andlises clinicas, bromato];;gicas, como também, em
processos industriais de fermentagdo alcdolica. Foi com esses fatos
em mente que se decidiu estudar o desenvolvimento e vconstruc;go de um
eletrodo de glicose.

Para facilitar o entendimento deste trabalho aos n3c
familiarizados com o© assunto, resolveu-se detalhar os parametros
fundamentais relativos a uma reagXo e imobilizag¢3o enzimatica, par:

emprego analitico.



Tabela 1~

»

Principais eletrodos enzimiticos disponiveis
comercialmente (7]. ' ’
Ti po Enzima Sensor
Glicose Clicose oxidase PLCHL,090
E.C.1.1.3.4. I, 04
Uréia Urease o Ng»|3+
. E.C.3.85.1.5 N,
Acido Urico Uricase (s I
"E.C.1.7.3.3 ‘
Alcool Alcool oxldase 0,
- E.C.1.1.3.13
L Tirosina Tirosina descarboxilase Co,
' E.C.4.1.1.25.
Oxal ato Oxalato oxidase O,
E.C.1.2.3. 4
Salicilato Salicilato hidroxilase 0o
E.C.1.14.13.1 )
Creatina Creatinase NH4,
E.C.3.5.4.21
Ascor bato Ascorbato oxidase Oq
E.C.1.10.3.3
L Lisina Lisina descarboxilase CO.,
E.C.4.1.1.18 :
Sacarose InvertasesMutarotase/ PLc H20§3
Glicose oxidase
E.C.3.2.1.26-8.1.3.3-1.1.3. 4
Lactato Lactato desidrogenase O,
E.C.1.1.2.3
Penicilina Penicilinase cCMADHD
E.C.3.5.3.6




A~ : V4
CONSIDERACOES TEORICAS

CAPTTULO ‘T

Propriedades da Catalise Enzimatica

I1.A. Introdugdo

As enzimas sX¥o catalisadores quimicos de origem biol ;Sgi ca,
sintetizadas pelos organismos vivos que, aceleram uma multiplici dade de
reagBes envol vidas nas atividades metabdlicas fundamentais das
células [8].

Todas as enzimas s¥o proteinas, n3o havendo excego. Estas
s%o macromol éculas de alta massa molecular, que itém pelo menos uma
conformag®o tridimensional em que s3o estaveis em condigles bioldgicas
de temperatura e pH, pois uma pequena modificagfio nas estruturas
conformacionais (por fatores fisicos ou gquimicos) pode provocar
diminuig¢fo e até uma perda da atividade; fendmeno denominado de
desnatur aggo da enzima. |

Entre os c;ancei tos basicos da cinética enzimatica

encontram—-se: atividade enzimitica, Km Cconstante de



Michaelis-Menten), cofatores enzimiticos e os fatores que influenciam

a atividade enzimitica.

I.B. Unidade de Atividade Enzimitica

'Adotaaa péla IUPAC e interna;tional Uniﬁon; of Bio-chemist,ry
Commissions on Enzymes, "a unidade de ati\_ridade enzimitica CUD &
definidé como a quantidade que catalisa é transformagdoc de 1u mol de
substrato por minuto, em condin;Sés def‘iniqlas de temperatura, pH e

concentrag®o (D). "

e, e e e, e e e ™ i,

A atividade catalitica da enzima é uma fungio da cor\;c‘entraq:ﬁc
do substrato (S, mantendo-se constantes: pH, temperatura, concentragac
de enzima e de cofator. Aumentando-se a concentra?;ﬁodo substrato, a
velocidade aumenta, a partir de uma determinada concentragiio alcang:a—ée
um maximo de velocidade (Vmax), além da qual nZo se obtém variag3lo,
mesmo que se aumente a concentragfo do substrato.

A teoria de Michaelis-Menten [8, 9), & fundamental para a
anidlise quantitativa em todos os aspectos da cinética enzimitica e
também de inibi-:;io, sendo melhor desenvolvida para o caso simples de

reag¥o envol vendo apenas um substrato.



Considerando-se que a enzima E se combina primeiramente com
o substrato S para formar o complexo enzima-substrato ES; este rompe,

liberando o produto P e a enzima livre E :

k:!.. kq .7 :
E + 8§ ,* ES =+ E =+ P €1

i

Fazendo-se considera¢@es cindticas adequadas, a cqnstant‘e de

Michaelis-Menten (Kmd & defininda pela expr ess3o:

2

Assumindo—-se que Vmax sej a a velocidade maxima quando os
sitios ativos da enzima estZo saturados, tem-se Vmax = kz [El (figura
1D); quando [E]l = [ES] resulta na equag8o de velocidade para a r eagio

enzimatica com um substrato :

Viax [SI
V. = <3
sl + K,

vV, = Velocidade inicial.

Quando Vo = 1/2 Vmax Cfigura 1) entZo Km = [S]



O Km & uma caracteristica da enzima para o substt;ato. sua
grandeia indica o grau de afinidade da enzima para o substrato.
Pode-se determinar o Km experimentalmente pela construgdo de um gr‘é.f‘i co
Vv wvs [S] Cfiguré 1>, r.;orém um pequend erro na ‘concentragﬁb do
substrato acarreta um erro grandé no valor da constante. Existe ainda
a ddvida se é Vmax foi atingida, por que ha casos em ¢ue poderd ocorrer
inibigé‘o; até que a Vmax seja atingida. -

Para determina¢®es experimentais de Km com maior precis'é’o,

usa-se a equagio de Michaelis—-Menten transformada, que lineariza a

curva de velocidade. Como a equagZio de Li neweaver-Burk [8 - 101
Cfigura 2> :
1 . K 1 1
—_— = n + 4>
A V.. [8] Voo

Também com a mesma finalidade sZo as de Eadie-Hofsfee

e Hanes.



"M | [Substratol '

Figura 1~ Cinética enzimiAtica. Velocidade de reagio em fungfo-

da concentrag¢fo de substrato S, até atingir ymox [S].



.. Ky
nclinacdo =g

<

max

-1 [S]

Figura 2- CGrafico caracteristico da equagfo de Lineweaver-Burk,

para obtengioc de Km € Vmax [9].



I.D. Fatores que Afetam a Rea¢HSo Enzimatica - -

I.D. 1. Efeito da Concentrag¢io do substrato

—— e e — ——

No grafico concentragio de substrato versus veloéidade
inicial a curva apresentada ¢ uma hipérbole retangular Cfigura 1D. Em
uma baixa concentragfo de substrato na qual S = 0,1 Km, a equagao de

Michaelis-Menten se reduz para:

A velocidade inicial & diretamente proporcional A
concentragio do substirato, e aplica-se é cinétiéa de primeira ordemn.

Quando S Z 10 Km a s2quagio de velocidade se reduz A:

vV = V__ | e

10



A velocidade inicial n3o depenae da concentrag3o do

substrato, e A tem-se cinética de ordem zero, para. concentragdo
constante de enzima. Na faixa de concentragZo 0,1 Km = S = 10 Km ; a
cinética & de ordem mista, para reag3o envolvendo somente um

substrato  [10]. |

Geralmente as reagdes enzimé.t,icas‘ envol\)em mais de um
substrato. Neste caso um dos subétratos pode ser determinadg. mantendo
a concentragio do outro em excesso, deste modo a ’cinét.ica ‘comporta—-se
c.omo de pseudo primeira ordem. F‘reqﬁeﬁtemente had um decréscimo na
velocidade da reag¥o enzimitica, em conseqiiencia da alta concentragdo
de substrato. Esta inibig3o causada pelo' substfato n3o obedece a
equag¥o de Michaelis, pois pode ser devidé. a difer?entes.';:ausas.

H& casos em que a inibi¢¥o ¢ devida a formag3o de comple‘xos
*ineficientes”™ com dois ou mais substratos molecuiar‘_es combinando com
o sit:iovativo da enzima . Isto & observado em muitaé enzimas, em que
ha dois ou mais grupos, cada um combinando com uma parte definida da
molécula do substrato! No complexo “ei";et,ivo“ uma molécula do

substrato combina-se com todos esses grupes [8 -~ 101.

44



I.D.2. Efeito da concentrac¥o de enzima

——— e —_— —

Tedricamente, observa-se um aumento na veloc:t ::iade com o
aumento na | con:;entragﬁo de enzima, para em segv:xida, ocorrer uma
diminui¢Xo mna velocidade para concentragéas muito altas. | Isto na
verdade nZ¥o indica perda na atividade enzimitica, mas pode representar
uma limitag3o né técnica de medida. @ Quando se u£iliza :um extrato
enzimidtico & importate conhecer a quantidade ‘debenzimak qt;xe catalisa a
reagfo principal, compativel com a sensibilidade da -técnica ;de medida

utilizada [101].

I1.D.3. Efeito de Ativadores

O ativador ¢ uma outra éubsténcia. que requerida pela
enzima, torna-a mais ativa. Un exemplo ¢ a ativaglo da enzima
Isocitrico Desidrégenase (E.C.1.1.1.42.0 por ions Mgz"' [101.

O efeito da concentragio do ativador na velocidade inicial é.
similar ao da concentrar;';a’o de substrato. Em uma baixa concent.'rag:ﬁo de
ativador a reag¢f3co se comporta como de primeira ordem dependent,e da sua
concentragdo. JA& em altas concentrag@es a enzima estad ativada ao
maximo e a velocidade independe da concentragfo do ativador.
Geralmente o ativador ‘nﬁc é especifico, e varias substancias

diferentes podem ativar uma enzima [8, 9].

iz



Para anilises de substrato em sistema enzima-ativador,
utiliza-se um excesso na concentragfo de ativador. Nestas condig8es a
reagio & de pseudo primeira ordem, dependendo .apenas da concentragfo

do substrato [10].

I.D.4. Efeito de inibidores
O Ainibidor ¢ uma substancia que car;zsa a diminuig&o na
atividade enzimatica, reagindo com a enzima formandb o compl exo
enzima-inibidor ou reagindo éom o substrato. A inibig¥o pode ser
reversivel» ou irreversivel. Na inibigfo reversivel, ‘a enzima recupera
a atividade quando se r.emove o inibidor, na inibigZo irreve_rsivel o

mesmo ndo acontece.

Com o inibidor irreversivel, a diminuigio da atividade
enzimadtica & progressiva com o aumento da sua concentragZo, até que
todo o mesmo se combine com a enzima irreversivelmente. J& com o©
inibidor reversivel, a inibigZo atinge rapidamente um valor de
equilibrio, dependendo da concentragfo, no qual ha uma competigZo com

o substrato pelo sitio ativo da enzima [8 - 10].

Geralmente, os métodos cinéticos sZo extremamente sensiveis
para determinar substincias que inibam a cinética enzimitica. As
enzimas com alta especificidade para um determinado inibidor, permi tem

o seu emprego como método analitico daquele inibidor, de modo rapido e

i3



sensivel. Assim uma pequena concentragZo (10 1 g/mld de compostos
organofosfor ados pode ser determinada pela inibig3oc da enzima

colinester ;se [101.

1.D.5. Efeito da Temperatura -

Um acréscimo na temperatura provoca um aumento ’na> vel oci dade
de reagfo. Em muitos casos com um aumeﬁto Ade ‘10°C na tempgratura a
velocidade < aproximadamente duplicada, e um controlev de * 0,1 °¢C &
suficiente para uma boa reprodutibilidade do$ resultados [101].

O conhecimento da temperaturét dé maxima ativiaade enzimética
& essencial , pois abaixo desta'é velocidade de reagdio é€ lenta, e a&:ima
h4 a perda gradativa da atividade enzimética, 'acel-erando o processo de

desnaturagfio da enzima [8 - 10].

I1.D.6. Efeito do pH

O pH no qual a enzima estia com atividade méxima ¢ definido
como pH &timo. HA enzimas que apresentam uma faixa restrita de pH
6timo e uma pequena variagZo provoca a diminuigio da atividade; ha
também enzimas que s3o mails estaveis vé. variagZo de pH.

Variag@es de pH provocam a modificagioc na conformag3o

14



tridimensional da enzima a perda da sua atividade bem como diminuiq.ﬁo

da afinidade pelo substrato [8 - 10].

Para aplicagBes analiticas _para obt;er -se .boa
reprodutibilidade ¢ importante se trabalhar com o meio de reag3o
tamponado no pH &time [10). "

I.D.7. Cofatores Enzimilicos

Mui tas' enzimas requerem a preseﬁga cﬁe compostos adiqionaisb
chamados cofatores, antes de se tornarem catalizadores ativos. Atuam:
como transportadores intermediarios de grupos funcionais, de Atomos:
especificos, ou de elétrons que s3o transféridos na reac;f'a’vo.enzimaticas,‘_..
O cofator pode ser uma molécula orglnica chamada coenzima C(como a
Flavina Adenina Dinucleqtideo CFADD, onde o componehte transferido & o
atomo de hidrogéniaod A. ou um ion metalico (como o zn+z requerido pela
Alcool Desidrogenasel [10). CQQuando a coenzima esta firmente ligada a

molécula enzimitica, denomina-se grupo prostético [(8-101].
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CAPITULO II

Imobilizagio de Enzimas’ -

II.A. IntroducXo

A imobilizagZo ou insolubilizaqgo'de enzima ﬁelas indmeras
vantagens gque apresénta, permitiu popularizar os métodos enzimiticos
em quimica analitica. |

A possibilidade dé reutilizag®o em muitas anélises, baixando
o custo das mesmas, & uma das mais importante vantagens.

As enzimas quando\ imobilizadas sZo colocadas em um méio
semel hante ao da natureza de origem, resul tando numa maior
estabilidade e permitindo a utiliza¢Xo em variag®es maicres de pH e de
temperatura, apresentando pouca susceptibilidade paré ativadores e
inibidores, ao contrario da enzima soltvel [10, 111].

As principéis técnicas de imobiliza¢3o sXEo édsor;ﬁb,
microencapsulagfo, oclus3o em gel, ligagdo covalente com reagente
bifunciconal, ligagdes covalentes em matrizes inseoltdveis e
eletroquimica. Na construg3o de eletrodos enzimdticos atualmente os
métodos mais usados s3o os trés Ultimos, os quais serfo destalhados a

seguir.
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II.B. Ligag¥o Covalente Cruzada : Reagentes Bifuncionais

Os reageptes bifuncionais s%o usados para ix:asbl izi)ilizar‘ '
enzimas e outras prolteinas, . por ligag3o cfuzadaﬁ intermolecul ar,
formando particulas macroscopicas (7, 10, 111. _ Os réagentes
bifuncionais s3o divididos em duas cla;ses, *homo” bifuncionais e
“hetero" bifunci'onais, dependendo se o reagente poésui ‘dois grupos
funcionais indenticos ou diferentes.

Dentre os homo bifuncionais destacam-se: o glutar.aldeido;
Acido bis diazo. benzidino-2-2° dissulfdnico; » 4,4° —-dif‘luér—
3—3’~dinitrodifenil sulfonico; 4cido difenil-4,4 *~ditiocianato-
2,2” —dissulfonico; 1,5-difluor-2,4 dinitrobenzeno ,e' o cloretb de
fenol -2,4- dissulfonil [10, 111. |

Como reagentes "hetero” bifuncionais citam-se: o tolueno
~-2-isocianato -4-isotiocianato; tricloro -o-triazina e
3-metoxidifenilmetano —4,4’-diisocianato [10, 11]-° '

E wum método simples, ligando quimicamente a enzima,
permitindo o ¢ontrole das propriedades quimicas e o tamanho da
particula do produto final. Porém muitas enzimas s3o sensiveis ao

reagente ligante podendo perder a atividade durante a imobilizag3o.
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II.C. Ligag3o Covalente em Matrizes Insoluveis

Houve um grande avango na tecnologia de imobilizagXo de
enzimas por ligagXo covalente com a uso de suportes insoluveis (7, 10,

1113. Os subortes s¥o escolhidos pelas propriedades de solubilidade,

grupos funcionais, estabilidade mecanica, Area superficial, dilatag3o

Caumento de tamanho) e natureza hidrofébica ou hidrofilica. S3o
empregados essencialmente trés ti pos; de suportes: inorganicos,
polimeros natur ais e polimeros sintéticos. Os supértes mais usados

s¥o (10, 11]1: o vidro poroso, poliacrilamidas, derivados do dcido
poliglutamico, poliestireno, nylon, celulose, sephadex, copeolimero
anidrido etileno maléico, agarose, sepharose,A carboximetilcelul ose
acetato de celulose e colégeno.

Esses suportes sﬁo geralmente ativados por transformagioc em
varios deriwvados, e ligados por meio de grupos funciénais da enzima dque
n¥o s¥o essenciais para a atividade catalfitica (figura 3D. Como a
r;eac;"a“o quimica se da& ao acaso, s3o desnaturados algumas moléculas,
deste modo a reagfo ¢ feita em condigBes suaves.

Os residucs de amino 4cidos da enzima apropriados para a
ligag¥o covalente s3o: Ca) o e £ amino grupos; (b)) anel fendlico da
tirosina; (<) grupos (3 e y carboxila; (d) o grupo sulfiar-ila da
cisteina; (&) o grupo hidroxila da serina; e C(f> o grupo imidazol da
histidina. Os mais amplamente utilizados s3o os trés primeiros, e
havendo um grande numero de mé{.odos de ligag3o covalente ae enzimas

para suportes insoluveis (10, 11].
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~ CHO | (CH2)5
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CHO
D__ N = CH . NH, acoplamento : D “N=CH -
I I | o
(CH 24 E ‘ _ (CH,) 4
| enzima , |
CHO | CH = N-E

Figura 3- ReagZo de forma¢3o da ligag%o cruzada entre suporte

inerte, ligante bifuncional (glutaraldeido) e enzima [7, 10, _11].
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II.D. Imobilizagdo El etroquimica

A polimerizaga‘o'eletroquimica em superficie de eletrodos de
platina ou dé ca’rbého Qitreo [v12] & uxﬁ método atraente de imobilizar
enzimas do grupo das oxidoredutases. Apresenta vantagené, poié
permite o controle gsbet;:iso da quantidade e da distfibuig"a’o espacial da
enzima imobiliéada [1.3 - 1861, possibiiitando a construgfo de mic;ro
eletrodos enzimiticos. o

Este  método baseia-se no conhecido principio da
eletroforese, Jque cénsiste no fendmeno da ndgra¢§o do polieletrdlito
anfétero (proteinasd, sob um gradiente de campo elétrico externo,
sendo o pH do meio diferen£e do pH iscelétrico da proteina (13]. A
enzima quando est& num pH acima do ponf,o iscelétrico, apresenta carga
negativa [8, 9], possibilitando ' sua migrag3c para o eletrodo
polarizado onde ocorre a sua eletropolimerizagfo, na superficie do
eletrodo modificado. -

Suzuki e colaboradores descreveram o© pr‘oceséo eletrolitico
de preparag®o de filmes de colagsno com enzimas [54], Lowe e Foulds
(18] imobilizaram a glicose oxidase polimerizando eletroquimiéamente o
pirrol em eletrodo de platina.

Recentemente Zambonin e colaboradores [B11 imobilizaram =

mesma enzima em filme de poli Co-fenilenodiaminad) eletropolimeri zado.
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11.D.1. Técnicas Eletroquimicas nos Estudos de Enzimas Imobilizadas

IT.D.1. A Introdugdo 4

A= reagfes bioldgicas de oxido-redugio sZo catalisadés pelas
enzimas do grupo das oxido-redutases, de estruturas mais complexas =
de mecanismos bém menos compreendidos do que os dos outros grupos
enzimaticos [17].

Pelas difiéuldédes que  envolvem as. éxido—redué;ses. na
industria quimica.e no desenvolvimento de méi;odos quimi coé em analises
clinicas, s3o0 de grande interesse a utilizag¢so ‘das enzimas
oxiao—redutase nestas duas Areas de aplicagfo, além do inte;"esse
académico na investigaqé’o do; mecanismos de agfo [12].

Desde que eliétrons s3o transfex;idos durante as reagBes de
oxido-redug&o, as técnicas eletroquimicas de anidlise sHo adequada;
para caracterizar o .tipo e a extensio da reag3o, e contribuir na
identificagHo dos produtos e propor o provavel mécanismo de reagio.

Na equagdo (7) & apresentado um esquema simples da reagio
de uma enzima oxido-redutase com o cofator nas formas Cox e Crd,
representando respectivamente as formas oxidadas e reduzidas, mais os
substratos S1 e S2, e Er": s¥o os estados da apoenzima Cenzima En menos

o cofatord..
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X r )
, : T dre!
En )
Chg * Sy — Py *+ O
En

As rea¢Bes que formam P1 e P2 s¥o catalizadas por E;, porém,
somente a reagio inicial forma Pi. Na pratica a reaggo:para formagio
de P2 & para bregenerar é Cox e ao mesmo tempo catalisar outro
substrato Sz. A regeneragfo de Cox pode ser feita por outra enzima, e

por materiais n3o enziméticés, como intermediarios quimicos.

Monitora-se eletrogquimicamente a rea¢fo enzimitica, através
da transfer&ncia eletrdnica do cofator enzima ou do desaparecimento do
substrato, ou do aumento do produto formado. Em uma solugio
homogénea, todas as espécies presentes tem condigBes iguais de acessco
& superficie do eletrodo (3, 12].

Com a enzima imobilizada no eletrodo, as caracteristicas s3o
alteradas, surgindo novos resultados, pois o tipo de imobilizag3do & um
dos fatores que influéncia na resisténcia difusional para o transporte

de substratos ou produtos para o eletrodo [12].
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As técnicas eletrogquimicas possivéis ﬁara esses estudéé.
s3o: 1- Cr«:népotenciometria ¢ potencial em fungio do tempod; ~8—>
Cronocoulometria ¢ quantidade de vca;rga. em fung&o ao tempod; = 3-
Croncamperometria ( corréente em fungqo do tempod; 4- \Vﬁltametria
Cmedida da correﬁte em fungio do potencial aplicado pl:r 'tempo) podendo
ser do tipo pulso dif}‘er_‘encialvou ciclica. U |

Dentre essas técnicas déstaca?se a voltﬁmetria ciclica, por
ser amplamente émpregada para estudos de ~carac#erizag§o doé aspectos
n;ecanisticos e para ajudar na ident,ifica'r;zo .dos. produtos do sistema

imobilizado enzima-cofator.

II.D.1.B. Voltametria Ciclica

Na voltametria ciclica aplica—se um potencial no eletrodo, e
mede-se a corrente, O potencial & aplicado linéarmente com o tempo,
numa diregfo (oxidagdo ou redugfod até um determinado ‘valor a partir
do qual inverte-se o senpido. Os resultados obtidos com corrfentes de
picos (ip) e potenciais de picos C(Ep), possibilitam verificar a
reversibilidade da reagZo eletroquimica, e propor o mecanismo mais
provavel da reag3o [12, 18]. |

O potencial aplicado & variado >a uma velocidade fixa CmV/s)

em uma direg3o catédica e depois andéddica ou vice-versa, originando uma

onda triangular isdsceles.
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Uma variagzoA de t.emperat,uré. 'duranteﬂwé. medida, afeta ’a

-

corrénte de p»ico, alterando consegiientemente os resultados; vpor is.sé
as medidaé s3o feitas em cél\ulas termostatizadas e em ambiente de
iemper atura controlada.

A célula ¢ do tipo de trés eletrodos; o dé referéncia, que
pode ser calomelano saturado (E.C.S.D0, ou prapa—cloreto de prata
CAgrAgCIY s contendo -xm como eletrélit,o," o de trabalho, platina ou
carbono vitreo ccm‘ enzima imobilisada, é o auxiliar Ccontra eletrodo),
constituido por. . um fio dé platina C(figura 4D. |

Co;ﬁ a célula montada adiciona-—sé a }soluc;zc\a tamp¥o e o
substrato, eliminando—se o oxigénio disseclvido com a passagem de ‘um
gas inerte, ni.trogénio ou.a'.r_génio, " mantendo uma corrente acima da
solucEo durante a medida.

A varredura dé_e potencial ¢ iniciada em um.valor{ no qual o
material em estudo n3o seja elet,roé.tivo. A direg3o inicial do
potencial de varredura depende do estado de oxidac;ﬁo das espécies
presentes. Se o material estiver na forma | oxidéda a primeir:a
varredura ¢ no sentido negativo, obtendo uma reduc;éo ou correnté
catédica. No outro sentido, inicia-se a oxidagHEo da espécie reduzi da,

aparecendo uma corrente anddica [12, 18].
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CAPTITULO III

Eletrodo EnzimaAtico para Glicose

111.A. Introdugdo

O pri‘meiro eletrodo enéimético para glicose foi éonstr;xido
por Updike e Hicks em 19‘71A (61, a partif de ent¥o o interesse nos
estudos de construgZo e aperfeigoamento foi cada vez maior, resul tando
numa vasta literatu’r‘a.de trabalhos publicados, patentes e surgimento
de empresas que comercializam este eletrodo; como a Owens—Illinois
(Kimbled, Technicon CEuropé.), Yellow Springs Instrument Co. (Ohiod,
Fuli Eletric (Tokyod, Tacussel (Lyon Frangad e Universal Sensors (New
Orleans E.U.A.D [7, 10 111]. Somente em 1989 o Chemical Abstratis
listou em torno de 120 titulos entre publicagBes e patentes,
demonstrando que o eletrodo enzimdtico para glicose continua a ser um
atraente objeto de pesquisa.

O eletrodo enzimdtico para glicose & constituido por um

sensor base de detecgXZo, com a enzima glicose oxidase (f3-D— glicose

oxigénio oxidoredutase E.C. 1.1.3.4.3 (GODD imobilizada. A glicose
oxidase catalisa a oxidagdo da B-D Clicose consumi ndo
proporciconalmente o oxigénio dissolvi do em solugdo, produzindo

Acido pD-GlicSnico & Hy04 conforme equagio (8).
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aqop

-D-Gl icose + 0 — Acido D-Glucdnico + Hz0p 8 .

Através da heaqgo cataliséda pela GOD, s&o empregados
eletrodos amperométricos que determinam a formagio da H,0, atraveés da
eletro oxidaqio»é 0,8 V Vs ECS com eletrodo de platina {3, 10, 11, 19,

201

2H,0, + 2H > 2H,0 o

" ou  alternativamente de determinagZo da Hy,0, & feita
indiretamente pela reagio com iodeto catalisada com, ou sem, Mo CIVD

(21 - 221 :

Mo CIVD
H0, + 2 H + &I —» 1, + 2Hy0 C10d

seguida pela redugZo amperométrica do iocdo a 200 mV Vs ECS:

I, + 2e —s 21 | €11d
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Outro eletrodo amperométrico amplamente empregado & o de
oxigénio tipo Clark, que monitora a diminuig¢iZo da pressZo parcial de

oxigénio dissolvido na solugio (3, 7, 10, 11, 23, 241.

ITI.B. Eletrodo Amperoméirico para Oxigénio

O primeiro sensor molecular ’ seietivb, foi7'<> sensor
amperométrico de oxigénio, descrito por Clark e colabor;dores ém 1883, -
e sua primeira apliﬁagzo aconteceu em 1956 em medidas continuas de
press¥o parcial de oxigénio‘ﬁo sangue e tecidos (24, 281,

O sensor & constituido de um eletrodo de trabélho de plétina
ou de ouronum corpo de vidro ou de pléstico, e Qm de referéncia
Ag/AgCl. uma soluglo eletrolitica de tampfo contendo ions cloréto e
uma membrana de polipropileno.

As moléculas de oxigénio dé amostré se difundem pela
membrana e s%o reduzidas no eletrodo de platina, catodicamente

polarizado aplicando-se potencial entre -600 a -800 mV [24, 28]

O + 2Hy,0 + 4g  =—me——p 4 OH cizd
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De acordo com a reagio do eletrodo, .cada‘ molécula de
oxigénio reduzida envolve a trasnferéncia de quatro elétrons, e-a
corrente gerada, ,medida- na célula, & diretamente proﬁofcional a
concentragzd de .oxigénio_, ou de acordo com a lei de Henry-Dalton, a
pressiio parcial de dxigénio CPoéb {24].

O eletrodo de oxigénio tipo Clark nfo sofre interferéﬁcia de

materiais endégenos eletroativos nio volateis (1 ) .
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS

CAPITULO IV .

ImobilizacSo Eletroquimica da glicose 6xi‘dase

em Eletrodo Modificado com Polipirrol

IV.A, Introdug3o

Iniciéu—se o] 'estudo desta di'sser;tac;ﬁo com a imobilizaéﬁo
eletroquimica da glicose oxidase. E de grande inf.eresse a aplicagZo
de filmes poliméricos condutores, como modificadores de eietrodo.
devido as suas propriedades eletroquimicas, mecdnicas (boa resiténciad
e elétricas Calta condutividaded (14 - 16, 26, 27]. Dentre aqueles
polimeros, destaca-se o polipirrol C(PPid como um material de eletrodo

adequado para estudos de enzimas do grupo das oxido-redutases.’
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IV.B. Modifica¢Xo do Eletrodo de Platina com Pelipirrol

A superficie do eletrodo de tx‘abalho de 'plat.inaCPD ‘é
facilmente modificada através da elet.ropolimerlzaqzo do pirrol CPid em
meio aquoso contendo um eletrdélito adequado, desaerado e sem agltagao

No voltamograma do sistema pirrol Co,1Md e g{cll C1,0MD
Cfigura B) observa-se potencial de picod CEpd de oxidagio dovpirro]_. em
8380 mV formando 'o filme polimérico PPi, que incorporqa o &nion do sal
usado como eletrdlito agindo como anion dépante [87 - 28]! v

Com o objetivo de se obter um filme poliméricb mais éspesso,-
aplicou-se © potencial constante de 980 mVY durante uma hora nas mesmas
condicB®es anteriores. Em t}o;:ias as experiéncias a tempebatura foli

o

mantida em 35 : 0,1 C.

IV.C. Voltametria Ciclica com o Eletrodo Modificado PRi

com a glicose oxidase

(o] aAni oh dopante <l o do PPi & responsavel pela
caracteristica de &xido-r edu§a‘o do polimero. Segundo Shimidzu e
colaboradores [29], o tamanho do &anion exerce grande infl uéncia nd
processo de oxidagdo e redugdo C(dopagem e desdopagemd> no PPi.
Especialmente o &nion de um polieletrdli to CPE, dopante imobilizado no
polimerod uma vez incorporado no PPi nZo & desprendido da matriz,
quando o PPi ¢ reduzido eletroquimicamente; a eletroneutralidade do

PPi~PE & conservada pela penetragfio do cation (proveniente do
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eletréliteod na matriz polimérica Cdopagem pseudo catiénica).

Fixando a polaridade da carga no PPi/PE pode-se inverter
reversivelmente o sinal positivo e negativo conduzindo a oxidagio & a
redug3o doAFWH; e o composito PPi/PE atua como uma membrana de carga

controlada.

At,nravéé de estAudos voltamétricos com o eletrodo modi_f‘icadq
PPi usando véarios ’t,i'pqs de &nions em solugdo , Shimid;u {201 propde o
modeloc para a éxido-redugdo dé matriz leimérica »e’ do Anion em solugfo
conforme ilustra'a_ figura 6. |

YVoltamogramas compara{,ivo.s obtidos com o eletrodo modificado
com PPi em Solﬁqﬁo tamp3o fosf‘éto C0,1M; pH 5,88> Cfig;xra 7A5, e com
46,0 U/ml de= glicoser oxidase em tamp3o fosfato CO,1M; pH 6,88) (figura
7B>, sugere um diferenga em felac;ﬁo a soluglo contendo é’enzima com um
Ep de oxidagZ8c em 640 mV. Este resultado esta de acorao com o modelo

proposto para o PPi/PE (figura 6J.
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Figura B- Voltamograma com solugio de pirrol O,iM e KCI 1,0 M.
Velocidade de varredura S0mV.-s. Varredura de Potencial de -8B00 a 1400
mV com divisSes de Q0 mV. Intensidade de corrente (i3 de -0,78 a 8.83

mA com divis®es de 0,40 mA
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\PE electrolyte

cation

Figura &6- Modelo proposto por Shimidzu [29] para a oxido redugfo

do PPi com o &nion em solugfo. CAD PPi/Eletrélito e <BD
PPi Polieletrdlite.



Figura 7- Voltamograma do eletrodo PPi com (A3 tampZo fosfato
C0,1 M; pH 6,88 e (B) solugdo tampdo fosfato 0,1 M; pH 6,88 com 45
Usml de glicose oxidase. Velocidade de varredura 50 mV/s. Varredura

de Potencial de -8500 a 1400 mV com divis@es de €0 mV.
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IV.D. ImobilizacZio Eletroguimica da glicose oxidase .

Paré a ‘iAm;abil;tzac;ﬁo eletroqﬁimica da glicose oxlidase no
eletr-c«do modi ficado com PPi aplicou-se um potencial constante de 640‘
mV durante uma hora, com 46 Us/ml de GOD em soclugdo ﬁ_a.mpé‘o fosfato O,1M
pH 6,88. B |

Durant.e a eletroimobilizag&do da ,‘glicovse' oxidase no PPi a
corrente observada ¢ pequena (SuA), indicando a pouca eletroatividade
da enzima, mesmo qgue o pH 6,88 do meio estéja acima do ponto

isocelétrico da mesma, que & 4,6 [186]. .

IV.E. Voltametria Ciclica da glicose oxidase com a f3-D Glicose

A glicose oxidase faz ©parte do grupo das enzimas-
éxido-redutases, sendo ativa na sua forma oxidada CGOD-FAD), com o
grupo protéstico FAD (Flavina Adenina Di nucleotdeod (18, 16, =285, 261].
O mecanismo de reagiio da GOD com f3-D-Glicose, envolve a redugdo da
3-D-Glicose Cequagio 13D. A GOD-FADH, Cf‘brma reduzida da enzimad) &
nové.mente oxidada no eletrodo Cequagio 14J.

GOD-FAD + {3-D-Gl icose —> {3-D-Ac.-Glucdnico + BGOD-FADH, (13>

 GOD-FADH, + aceplor — GOD-FAD +  aceptor C14>
de eleotrons tox de el etlrons (red
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IV.E.1. Voltametria Ciclica com Eletrodo Modificado PPi

Sistema glicose oxidase soltvel e 3-D Glicose

A 'figur;a "8 mostra voltamograma da solugdo com a- glicose
oxidase soltivel e 50 mM de 3-D Glicose em tampdo fé:sfato 0,1M; .pH 6,88
com © eletrodo modificado PPi. Pode-se observar que n3o houve nenhuma
alteragXo, evidenciando que a transfer.‘éncia de eietrons nIo ocorreu
numa extencXo mensuravel entre a enzima reduzida CGCD-FADD e a

superficie do eletrodo.

IV.E. 2. Voltametria Ciclica com Eletrodo Modificado PPi

Sistema Glicose oxidase Eletro imobilizada e f3-D Glicose

Com a glicoée oxidase eletro imobi lizado noe el étrodo
modificado <com PPi, realizou-se voltamogramas comparativos numa
- solug¥o tampdo fosfato (O,1M; pH 6,88) Cfi gura 9BD e outra
adicionando—se BOmM de (-D Glicose em (figura ©BD. | Observa-se nél
figura 9B um Ep de oxidag®o aproximadamente em 3T0mV Cvs Ag-AgCl J.
Neste casc a FAD da enzima ¢ primeiro reduzida pela adigio da f3-D
Glicose conforme equagdo 13, em seguida ocorre a oxi d.ac;a'o da FADH,
Cequagfo 14D com a transferéncia de elétrons da mesma para o aceptqr
de eletrons em contato com‘ o eletrodo de PL, resultando no Ep de

oxidagio do veoltamogr ama.
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800

'F‘igura 8 Voltamograma obtido com eletrodo modif‘j;cado de PPi, em
tamp3o fosfato 0,1M pH 6,88 com 46 U/ml de glicose oxidase soldvel e
50 mM de 3-D Glicose. Velociade de varredura BO mV/s.Varredufa de
Potencial —1000 a 800 mV com divisBSes de 90 mV. Intensidade de

corrente Ci> -1,02 a 1,44 mA com divisSes de 0,10 mA.
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Figura ©S- Voltamogramas obtidos com eletrodo modifi cado de PPi
contendo glicose oxidase eletroimobilizada, CAY tamp3o fosfato 0,1 M;
pH 6,88 e com (B) adigio de 50 mM de (3-D Glicose. Velocidade 50 mV/s.

Varredura de Potencial -800 a 9200 mV com divisSes de 70 mV.
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IV.F. Conclusdes

Na. voitametria ciclica com Vo eletrodo modificado‘ com PPi,
solugdo cont.endo 46 U/ml de glicose oxidase soluvel e 50 mM de 3-D
Glicose nZIFo ocorreu modificagdo significat:iva 'Cf‘igur‘a -,
provavelmenté pe;l.o fato do sitio redox da FAD estar localizado no
interior de Uma. camada de proteiné. ESOi, n3o permif,if;do a aproxi mag3o
" guficiénte da superficie do eletrodo, para uma, eficiénte transferéncia
de eletrons. Umalvez redu_zido a FAD, a‘ sua reoxidag3o ¢ realizada
somente por um mediador quimico, que nas condic;ES_es naturais de
atividade ¢ o© oxigénio molecular. |

Swoboda e Massey (311 determinaram expérimentalmente que a
glicose oxidase contém duas moléculas de FAD ligadas &4 molécula de
proteina, e as condi¢gBes de extragdo do F‘AD ;;»ara a anélise s3o
drasticas com aquecimento & 100 °¢ por 15 minutos ;onseqijentemente
desnaturando a enzima, mas sem a destruigZo da molécula da FAD, isto
confirma que o grupo prostético FAD da enzima estd firmemente ligado e
protegido por uma camada de pfoteina. |

Durante a' eletroimobilizag®o da glicose oxidase no eletrodo
modificado <om PPi, a baixa corrente observada no processo (SuAd,
mostra que a enzima tem pouca mobilidade na solugFo, por causa do alto
peso molecgl ar Cem torno de 186.000 (311), mesmo num pH acima do ponto
iscelétrico.

Os resultados até entiIo obtidos mostram a viabilidade‘ da
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construg3o  de um  sensor | amperométrico para glicose, e as
caracteristicas condutoras do PPi permitem que © potencial aplicado
vpara medidas' amperométricas seja de 350 mV na oxidagZo do FADH2
Cfigura 9. . Porém a corrente de pico & pequeﬁg paré-uma adig¢Zo de S0
mM de glicose, indicando que provavelmente n3o houvé uma q)ddac;"a"o
efeliva do ?ADHZ no eletrodo. Este fato sugere a necessidade da
utilizag‘é‘d de inter‘mediérios quimicos (solaveis bu_ incorp_c;rados ao
PPiD> como © ferr'oceno e seus derivados, que tem a fungdo de oxidar o
FADH, substituiﬁdo o oxigénio molecular usado pela enzima em condigTes
normais de atividade [32, 33, 341. |

Emb@r.a estes resultados com eletrodo modificado com PPi n3o
sejam conclﬁsivos, abrey;x perépectivas futuras para a construgZo de
eletrodos enzimiticos cuja Unica forma de medida é& através da reag¥o
de oxido redugdo do cofator; mas como o potencial aplicado para essa
reacZo geralmente & elevado, sufgem sériés interferénéias de
substancias eletroativas [(35).

o poliméro condutor Péi aliado &4 um intermediirio quimico
possibilitard a construgdo de eletrodos enzimaticos de grande
aplicagfo, pois essas enzimas que requerem cofatores sZo aplamente
utilizados em anadlises clinicas, principalmete as NAD dependentes,
como por exemplo a malato desidrogenase [38], salicilato desidrogenase
{371, a glicerol desidrogenase [38], alccol desidrogenase (521, entre

oulras.
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CAPITULO ¥

Imobilizac¥o Quimica da glicose oxidase em

Membrana de Col Ageno

V.A., Introdugdo

Na irﬁdbilizar;?io quimica da glicc«se.. oxidése soi:;re Uma”
membrana de coligeno, utilizou-se o ligante.bifuncionél glutaraldeido
formando ligag¢fio covalente cr;uzada.

Efetuada a etapa de imobilizagHo a membrana foi acopla;:la ao

eletrodo amperométrico de oxigénioc de duas maneiras diferentes.

V.B. ImobilizacSo da glicose oxidase em Membrana de Colageno

A membrana de coligeno foi escolhida por ser um polimero
natural constituido de proteina, contendo um grande namero de grupos
de amino 4cidos livres [13) que reagem facilmente com o glutaraldeido,
e a ligagc¥o da enzima a membrana ocorre em condigfes brandas n3o
havendo a desnaturac;&’o, |

A imobilizac;ilo'quimit':a da glicose oxidase CTipo VII, 134

unidades/mg de sélido) ¢ feita na ‘superficie de um novo tipo de
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membrana de colégeno, espessura 0,02 mm. _Dissolveram-—se 600 U de
glicose oxi dasé em 20 ul de tamp3o fosfato (pH: 6,9; 0,1 M com 10 %
de soroalbumina, na superficie - da membrana, e en seguida
adicionaram—se 20 p{. _;de giut,araldeido 10 % . Efetuado tédo O processo
a membrana foi cb]'jc;cada sob luz "photo flood" durante 10 minu{tos e a

segulr armazenada a 4 °C por 24 horas, antes de ser usada.

V.C. Montagem do Eletrodo EnzimAtico .

O acoplamento da membrana, com a enzilﬁa impbilizada, ao
gletrodeo de oxigénio foli realizado de- duas maneir:as diferentes,
conforme ilustra a figura 10; a segﬁir o eletrodo ¢ colocado na
microcelula (figura 11D, com capacidade maxima deAi,O ml e minima de
0,5ml de sol ugio. |

As medidas foram realizadas pelo método cinético, que
consiste em medidas instantaneas a medida que a reagHo enzimitica se
processa. Acoplou-se um registrador X-t ao oximetro, permitindo
acompanhar a cinética enzimAtica, aumentando-se a precisZo e a rapidez
das medidas [10, 11].

Inicialmente adicionou-se & célula 0,5 ml de tampdo fosfato
0,1 M; pH 6,88) previamente saturada com oxigénio sob agitagdo
constante, através de agitador magnético n3o eletrico, e & temperatura

o

de 28,0 * O,1 C. Apds 2 minutos. Ctempo para estabilizagfio do
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eletrodo) fez-se a adigfo f3-D-Glicose 30,0 mM, através de uma pipeta
automatica de 20 ul, e as respostas obtidas pelos dois métodos de

montagem estZo ilustradas na figura 12. | ' .
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Membranag
do
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Membrang
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enzima \

\\Membrana
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do
~sensor
Figura 10 - Construgfio do eletrodo enzimitico. Membrana de

coldgeno com a GOD imobilizada acoplada lateralmente método proposto

(B, membrana acoplada pelo método convencional CAD.
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CORPO [ MICRO
DO ‘ CELULA

ELETRODO Volume
DE 0,  de-
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SELETIVA
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MEMBRANA DE COLAGENO
COM A ENZIMA IMOBILIZADA

Figura 11 - Esquema do eletrodo enzimitico acoplado com a micro

célula em corte transversal.
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Figura 12 - Resposta do eletrodo enzimitico. Membr ana | de

col dgeno com- 'a GOD imobilizada acoplada lat,eralmente. método proposto
(B), membrana acoplada pélo método convencional CAD. Curva Oﬁ % Vs.
tempo em minutos. Condi¢Bes tamp3o fosfato 0,1 M, pH 6,89; saturadas
de oxigénioc d(ard, temperatura 28 ¢°, com adi¢gBes de 20ul de

B-—D—Giicose 30,0 mM. Volume final 0,8 ml. Concentragfo final 1,2 mM.
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V.D. Conclus3o

A imobiliza¢Zo da glicose. oxidase socbre a membrana de -

colageno envolve : “um procedimento simples, principalmente ’pel as
caracteristicas proteicas da membrana, que ‘f‘acilitam a reagio do
glutaral de’i do éom a> enzima. Um‘ efei tb importante ¢ o da- luz que
propicia possiveis reagBes de radicais ‘1ivres [11), contribuindo para
uma mel hor imdbilizac;’a“o da enzima, e éonseqt‘xe_ntemente numa maior
estabilidade demonstrada através dos resul pados obtidos; que ser3o
apresentados no capitulo seguinte. Assim tor‘nou—ée desnecessario a
forma\;go de derivados quimicos sobre a mémbr ana 7[ 13) para postvgrior
imobilizagdo da enzima. |

A célula de medida foi projetada vi san&o a termostatizagso
da sol u§§o de medida e do eletrodo amperométiri co de oxi géni o. Cfigura
12), isto reflete numa melhor estabilizag¢Zo da linha base (100% de
saturagfo de 0,2 e reprodutibil idade dos resul té_dos, pois uma pequena
variagZoc na temperatura fornece resultados n3o reprodutiveis no
eletrodo.

A acoplamento da membrana com glicose oxidase imobilizada no’
eletrodo de oxigénio afeta a resposta (figura 12), e experimentalmente
constatou-se que a colocagfo lateral da segunda membrana resulta numa
resposta maior ém relagio ao outro modo.

Estes fatos podem ser explicados pelo transporte de oxigénio
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da amostra para o eletrode de trabalho, considerando-se trés camadas
distintas: a cé.mada de solugfic eletrolitica interna entre o eletrodo
de trabalho ~-e a membrana, a propria camada dé membrana (espessura 'da
membranal) e a gaLmﬂai;ia - de sﬁluqﬁo aderida -‘na membrana Ccamada
hidrodinamical. As espessuras das duas primeiiras camadas sZo
constantes, més a espessura da camada hidrodinamica ¢ fungso da
velocidade de agitagZo [24). |

Ross e colaboradores [83], propuseram um modelo estado
estacionario, © ﬁwal. ¢ util na descrig¢fo das caracteristicas do tempo
de resposta da membrana sensivel a gés, em termos de parametros da
membrana, composig¢fZo do eletrdélito interno, espessura da pélicula do
filme e condigBes experimentails. A partir deste modelo, eles
derivaram uma equacio expressando o tempo de resposta -nest,es termos, e
fazendo certas consideragBes, a equagdo foi reéolvida resul tando numa

mais simples:

dm dCe CCs -~ GC2d

t = —1 o+ J 1n 15>
Dk : dc EC2
onde:
t: tempo necessarioc para encontrar uma dada frag3o (1 - ED

da alteragfo total do sinal devida a alterag3o na concentragio do

determinante de C1 para Ca.
d: espessura da pelicula do filme.

m: espessura da membrana.
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D: coeficiente de difus3o do determinanﬂe‘na membrana.

k: coeficiente de partig¢gio do determinante entre amostra- ou
a pelicula ac> filme e fases da membrana.

C : concéqﬂragzd total de todas as forqas{ outras gue
as gasosa, do deterginante no eletrélito interno.

C: 'concentraqio do determinante na forma gasosa ho
eletrélito interno. | |

E: aproxima¢fo fracional pafa o equilibrio = (Cz2 -G Ca.

Mantidas éonstantes as condigBes de temperatura,bagitagio.
saturaglo de oxigénio e a adigdo de glicose; a énicé difgrenga de um
método para outro estid na espessura da membrana Cﬁ), que determina a
velocidade de resposta. No método convencional s3o somados os efeites
das duas Amembranas pelos quais o oxigénio tera qué se difundir com
maior dificul dade qué no método proposto. Baseando-se nos resultados
experimentais e na equag3o anterior (18), conclui-se que uma espessura
menor na membrana do eletrodo resultarid num tempo de resposta menor;
no caso, © métode proposto com colocag@o lateral da membrané de
colAgeno.

Escolheu-se o eletrodo assim construido para avaliagzo

analitica, visando sua posterior utilizag3o em amostras reais.
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CAPITULO VL
Avaliéé;ﬁo do Eletrodo com a glicose oxidase

Imobilizada Quimicamente

VI.A. Introdugdo

Paréx a avalia¢3o do eletrodd enzimétiéo construido, numa
primeira etapa foram estudados os principais parametros éme afetam a
atividade enzimatica da giicose oxidase, como: temperatura, -pH,
concentragdo de substrato e a determinagio «da;' constante de
Michaelis—-Menten. Efetuédos' estes estudos, os parémetros obtidos
foram mantidos constantes em condig@es de atividade maxima para os
estudos seguintes e nas aplicag¢@es analiticas do eletrocdo.

Na segunda etapa estudou-se a estabilidade do eletrodo
verificando—se o nUmero maximo de anidlises possiveis, e os principais

interferentes que se relacionam com a especificidade enzimitica.
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VI.B. Efeito da Temperatura

Variou-se a temperatura da éél ula contendo 0,5 ml de solugio
tampXo fosfato 0,1 M; PpH: 6,89 saturada com oxigém‘.oj desde 20,0 &
34,0 °C atraves degﬁﬁ‘bénho termostatico. Em seguida adicionaram-se
20 ul de solugdo aﬁuosé de glicose 4,0 mM. A temperatura de 28,0 i.

0,1°C foi ideal, conforme mostra a figura 13, e mantida portants em

todos os experimentos. ‘

VI.C. Efeito do pH

Para este estudo \}ariou—se o pH de 6,256 a ,7"68 com tampZEo
0,1 M de K,HPO, ~ NaHyPO,- Aliquotas de ©O,5 ml das solucBes tampdes,
A 28,0 °C, saturadas com oxigénio foram coloca‘da na célula, em seguida
adicionou-se 20 ul de ﬁ—D~Glicose 50 mM. Como mostra a figura 14 a

faixa de pH &tima para a glicose oxidase imobilizada & de 6,84 A& 7,14.
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Figura 13 - Efeito da temperatura no eletrodo enéimético. ‘Medidas
cinéticas 0,% Vs. Tempo em minutos. Temperat,_uraé : A EO.OAC, <o
25,0°C, (o 34,0°C e C(p 28,0°C. Condig¢Bes pH : 6,80 e solugdes de
tamp3o fosfato; 0,1 M saturadas de oxigénio, com adigBes de 20 ul de

-D-Glicose 4 mM. Volume final 0,5 ml. Concentragfio final 1,6x% Lo~
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Figura 14 - Efeito do pH no eletrcdo enzimatico. Crafico A Q,% x

min~t

Vs. Variag3o do pH (K HPO, ~ NaH,PO, ; 0,1 M. CondigBes: 0,5
ml de soclugfo tampSc, temperatura de medida 28,0 °C; solugSes

saturadas de oxigénio, com adig8es de 20 ul de 3-D-Glicose SO mM.
Volume final 0,5 ml. ConcentragXo final 2,0 mM.
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VI.D. Efeito gi_g Concentracio de Glicose

A ‘conceﬁt:;ag'é.‘o de gl.icose afeta a *a;t,ivida;de' enzimatica da
glicose oxidase ‘e relaciona-se com a | sensibilidade do eletrodo
{10,111. A determinag¢do da contante de»Michaelis—Ment,en aparente (KmD
& um pariameitro ciue :;Lndiga a faixa étirﬁa de concentr.at;'é.’o de glicose,

relacionando—se na pratica com a curva de calibrag3o do eletrodo.

VI.D.1. Determinagio da Constante de Mi chaelis—Ment.én

Determinou-se Vo Km.da glicose oxidase imobilizada e soluvel.
Com os resul tados experimentais obtidos pa;ﬁa calcular os par‘ém‘et.r’os Km
e Vmax, utilizou-se a equagiBo de Lineaweaver Burk, construindo se‘ o
grafico 1V Vs. 1/S como ilustra a figura 15, e Qs resultados obtidos
s¥o apresentado na tabela 2. Onde S ¢ a conce;'ltrag:go de glicose em

moles por litro (M) e V wvariag3o da pressiio parcial de oxigénio por

minuto CAQ % x min.®d.
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Tabela =2- Resultados da determinagZo de Kmap & Vmax para glicose

oxidase soldivel e imobilizada. Através da equagio de Lineawever Burk.
glicose oxidase \ Km CmM>- Vmax CAQ, x min—i)
imobilisado CEOOUD 3,1 - 1,2 % 106°
solavel € 600Uml D | 3,6 ’ 2,0 x 103

VIi.D.2. Curva de Calibragfc

A curva de calibrag¢fo abrange uma faixa linear de 8,0 x 10-5

a 1,0 x 10“3M de glicose conforme mostra figura 16, com adig¢g@es de
20ul de solugdo padr3o de glicose, com concentragles que variam de 2,0
& 30,0 = 10—3 M em condi¢®es iguais aos ensaios anteriores Ctamp3o

fosfato pH : 5,89; 0,1 M saturadas de oxigénio e temperatura 28°co,

medindo-se a variag3o de pressZo parcial do oxigénio por minuto.
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Figura 185 - Determinagfc da constante de Michaelis-Menten

aparente (KmD para a @GOD imobilizada (800U em colidgeno. Grafico 1.V
Vs. 1/S. Obtendo Km pela equag3o de Lineweaver-Burk, Km = 3,1 mM,
Vmax = 1,2 x10° AQ.% x min"l. CondigBes 0.5 ml de tampfio fosfato

0,1M pH 6,89; saturado com oxigénio Card, temperatura 28,0 °c.
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Figura 16 - Curva de calibragfio para o eletrodo enzimatico,

1 Vs concentragfo de glicose; adigBes de 20 ul de

grafico ﬁﬂz% x min.
3~D-Glicose na micro cé¢lula com 0,5 ml de tampdo fosfato 0,1M pH 6,89;

saturado com oxigénio Card, 'temperatura 28,0 °C.
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VI.E. Estabilidade

Para (e'std.do' de estabilidade dé membrana enzimstica
constrqida, foi réaiizada a comparagfo com uma membrana comer‘ci.;al da
firma americana Universal Sensors. Resrolveu—-se acoplar as membranas
pelo método conyencional, que é -o empregado no élétrodo ;:c;:-merci al,
para melhor comparag¢do.

. No Lémpo de wutilizagZo do eletrode em dias, .‘estao
considerados as analises com padr8es e com as amostras de café
soltvel, assunto discutido & seguir. O eletrodo construido teve um
tempo de vida dtil de 11\ dias com total de 320 analises, enqguanto que
o comercial teve 8 dias com total de 210 anilises ~;::n::ssivej.s. Apds
cada dia de wuso os elet;rodos foram armazenados ém tampdo fosfato 0,1M
pH 6,80 a 4°C. A c&mparac;go dos dois eletrodos esta representada na

figura 17.
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Figura 17 - Estabilidade do eletrodo enzimitico Cacopi amento
convencional , figura 10A). Comparag¢io entre o eletrode comercial
CUniversal Sensors Inc.) C > e o eletrodo construido no laboratério
C D CgoD imobilizada 600U em colagenod. Medida de atividade relatiwva
Vs. Tempo em dias de uso continuo. Condig@es pH : 6,89 e temperatura
28,0°C, com adig¢Bes de 20 ul de 3-D-Glicose 4 mM. Volume final O,8

ml. Concentrag8o final 1,56 % 10—4M.



VI.F. Estudo de Interferentes

.A combinagio da alta especificidade da gliéose oﬁaase com O
eletrodo de ‘oxigénio tipo Clark térna este tipo de eletrodo enzimatico
altamente seletivo. Uma vez que o eletrodo de oxigénio empre@ado nao
sofre a interferéncia de substancias eletrocativas, os v_possiyeis
interferentes sefé‘o aqueles que afetam a atividade da' glicosé oxidase.
Entre eles estfo : Ag+> H92+. r_’:um', p—cl'oro benzoato de mercdrio e
fenil acetato de mercurio; que s&o substancias que ‘reagem. com oS-
grupos S-H presentes no sitio ativo da enzima [10]1.

Como outros a,c;ﬁcares, 2—-desoxi —D—glicosé, D-manose,
D-galactose e D-xilose, reagem com a glicese oxidasé. Decidiu—se
estudar a interferéncia daqueles trés ultimos, adici§nado 20,0 1 de
solﬁg"o“es contendo 4,0 mM de glicose mais o agucar interferente; os

resultados estfo apresentados na tabela 3.

61



Tabela 3- Efelto de outros agdcares 1 nterferentes no eletr 6do

enzimatico Cacoplamrnto lateral figura 10B). Condig¢Bes: adig¢Zo de 20,0

pl soluglo contendo 4,0 mM de Glicose

CO,1M;

mais o agucar interferente.

28,0

Célula com 0,8 ml de tamp3o fosfato pH 6,88 e
°¢. (Concetragiio final de glicose 1,6 X 10_4M.
Conc. Conc. de glicose % erro
Agticar mM Encontrado Cn = 8) relativo
X +) Manosse X s
20 2,5 0,18 -37
10 3,9 0,18 —3,5
6,0 4,0 0,20
X +> Galactose X s
30 5,8 0,20 37
30 3’g 7_0,20 -2’5
10 3,9 0,28 -2,5
X+ Xilose X s
60 2,9 0,44 -28
50 3,9 0,11 _295
6'0 3’9 Opia _8’6
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VI.G. ConclusBes

O efeito da temperatura aprésentou‘ﬁm méxi.mo de reSposta a
28,0°C, sendo que acima e abaixo desta temperatura a resposta ‘diminui
Cfigura 13).

'Aumentandﬁ a temperatura de 20,0 a ‘ 28,0°¢C ?.;.'xﬁxenta a
atividade da enzima e o ;v:arocesso. de permeat;go de oxigénio pela
membrana de poiipropi_leno. Acima de 28,0°C o oxigénic dissolvido
provavelment,é sofre Lxm ﬁrocesso de. volatilizag¥o, diminuindo assim a
sua concentrag3o, afetando a segunda. etapa do mecanismo de reag3o da
glicose oxidase Cequagé‘o‘ 14> diminuindo a velocidade de reoxidagfo do
FADH, pelo 0 af‘etando conseqiiént,emente; a oxidac;go da glicose na
primeira etapa Cequagao 13D.

Diferentemente Guilbault e ‘Lubrano [20] estudaram o efeito
da temperatura de 10 a 50°C, para a glicose oxidase imobilizada por
ligag3o covalente' com formag3o de diazo derivados, e ‘concluiram dque
aumentando a temperatura aumentava a atividade da enzima.
Constantinides e colaboradores [38] decreveram dque numa variagio de
temperatura de 40 a 48°C, o valor absoluto do coeficiente de
temperatura para o glicose oxidase soldavel e. imobilizada em coléageno
s¥o respectivamente 9,8 e 3,3 Kcal/g mol Ca temperaturas menores oS
valores sZo praticamente iguaisD. Isto é uma forte evidéncia que a

enzima na forma imobilizada € mais estavel, e as energias de ativagZ3o,
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estimadas através do grafico de Arrhenius, s3oc quase iguais para a
enzima soluvel e imobilizada [401.

Nes’t,e trabalho a utilizag%o do eletrodo a 28,0°C. alénm de
manter na temperatura " 6tima de resposta do elzet,rodo, evita a
desnaturagio excessiva da enzima e deste modo aumenta a durabiliidade‘
[10,111. Pafa_ a reprodut,ibilid_ade do resultados analiticos, &
importante, portanto, um controle adequado da temperétl;xra.

O pH étimo para a glicose oﬂdése_imobilizada, esta nurﬁa
faixa restrita dé 6;84 a 7,14. Qutros autores estudando o efeito do
pH para a enzima solUvel numa faixa de pH 4 & 7 ehcqntrarﬁm um maximo
por volta de 5,5. Isto significa uma diferenga de aproximadz;.mente i,.8
unidades de pH para a enzima imobilizada. Segundo Guilbaut e Lubrano
[20] este resultado nZ¥o ¢ de todo imprevisto, pois o berfil pH ’versus
atividade de um derivado poiianiénico de varias ‘enzimas apresenta este
efeito em forga idnica baixa.

Ab composic¥o quimica e a micro estrutura da membrana de
coladgeno faz com que ela seja carregada negativamente atraindo ions -
H+, mantendo < pH '"local™ Cregiﬁo des .interface da membrana) menor gue
no resto da solugdo t13]. E segundo Weibel e Bright [41] na redugXo
da glicose oxidase solGvel existem cinéticamente qois estados
significantes de ionizagXo Er (GOD-FADHR> e E;‘CGQD—FADH;). A rapida
reoxidag®o de Er para regenerar ‘Eo CGOD-FADD, € predominanﬁe em pH
menores que 7. Yalores c.le» pH acima de 7, provocam uma rapida réag§6

do Er com On» levando & formagZo e E’oc, espécie n3o reativa para
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glicose.

A diferenqa pouco significativa na constante aparente de
Michaelis—ﬁenten entre a enzima imobilj.zadar e soluvel, 3,1 e 3, SmM
respectivamente, confirma que o colagenoc ¢ um material adequado para a
imobilizac¥o desta enzima. d | |

Thévenot, e colaboradores [42] Vdetermi naram Km encontrando o
valor de 3 mM, para | a glicose oxidase J:.mobilizada ‘em', col éger_uc; atraveées
da ativag3o . da membrana formando diazo ‘derivados e posterior
acoplamento da .enzj-.ma. Isto significa que o método de imobilizag3o
utilizado nZ¥o provocou alterag®Bes na glicose oxi dase.

Porém os valores de Vmax da enzima imobilizada e soltvel,

1, diferem, pols a enzima

respec£ivamente 1,2 e 8,6 x 10° AQ,% x min~
soldvel tem menor resisténcia no transporte de massa Csubstrato e
produtosd) na solugio [13] , @ para a enzima irﬁobilizada este efeito &
maidr. Mas a membrana de coligeno caracteriza-se por sua grande
c'apacidadé de absorver Agua, e em pH neutro chega & absorver 4 nivel
de 100 % de seu peso seco, esta dilatag3o faz com que se mininise a
resisténcia intramolecular na -difusao dos substratos e produtos [13].
A curva} de calibrag%o do eletrodo se enquadra nas
considerac®es teéricas da cinética enzimatica, a regifio linear da

5 41,0 « 102 M de glicose (figura

curva de calibragfio de 8,0 x 10
16) sugere uma reagio cinética ‘de pseudo primeira ordem, sendo o Km
3,1 mM pode—se veficar também pela relac¥o S <€ 0,1 Km Ccapitulo IID.

A regifo linear da curva de calibra¢fo abrange concentragdes adequadas
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para as determinagles de; glicose em amostras r;eais. ;

A es£abilidade do eletrodo construido & melhor ao comercial,
com a vaﬁtagem de que a membrana de col dgeno ev =3 método - de
imobilizagi¥o garantem - 4 glicose oxidase um ambiente altamente
favoravel com baixa desnaturag3o Cfigura‘ 173, num Vtotal‘ de 320
anAlises, considerado de boa performace para eletrodos enzimdticos [10
- 121]. | '

O estudo de interferentes confirmou a especiAf‘icida’.‘de dé.
glicose oxidase: frente a outros agUcares. ‘ Gibson e colaboradoresl43],
estudaram a cinética e o mecapismo de ag3o da‘glicose_oxidase soldvel
frente aos agucares 2-desoxi-D-gliocose, glicose, mé.nose, galoctose, e
xilose. Para a 2-—desoxi;—D—gliocose o Km éncontr‘ado fol 0,04 M :.i a5°c
pH 8,8, demonsirandoc uma significativa afinidade para este at;t.‘xcér.
Para manose, gJgalactose e xilose foram deterfninadas apenas as
constantes cinéticaé ki, referentes a formagioc do complexo Er P
CEnzima reduzida-Produtod, e oS valores encontrados foram
respectivamente 22, 8 e 3, M~1 seg_i. }

Comparando 63 valores das constantes ki com os limites de
concentrago dos agldcares interferentes Ctabela 3).' 10, 20, 80 mM
respectivamente manose, galactose e xilose, observa-se uma vcorrelaq:“a’o
de tal ordem que a afinidade da glicose oxidase imobilizadai obedece a
seguinte sequéncia : manose > galactose > xXilose, e nesta pfdem est,go.
de acordo coﬁ a grandeza dos valores de ki.

Agtcares como a celobiose e maltose podem interferir devido
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a presenga de outras e;nzimaé hidreliticas na preparagio da gliéose
oxidase [101-‘. A enzima utilizada contem quantidades insignificantes
dessas enzin@s, sendo mais frequente‘a maltase e galactose oxidase,
representando 2,0 % e 1,2 % da atividade da GOD resp?ctivamente‘[44],
o que explicaria o erro positivo para a galactose na éoncentrggﬁo de
30mM. Atrayés da tabela 3 verlfica—se a alta seletividade do
eletrodo, para agtUcares de peso molecular 1guaa.s a gllcose como a
manose e gal acltose. |

Dependendo da amostra real a se; analisada estes.limites de
interferéntes n3o influem praticaﬁente nos‘resultados das analises,
conforme verificou-se nas determina¢g@es de glicose em café solﬁvel;

Ov produto vda' reagZo enéimética‘ Acido gli;?nico
¢D-glicano—-&-lactonad, ¢ um inibidor fraco na oxidagZo da glicoée,
visto que B x 104 M de glicose e B x 102 M de.D—glicano—-é-lactona

afeta 30 % na reag3o em tamp3o fosfate 0,2 M, -pH 6,3 para minimizar

mudancas de pH provocadas pela hidr&lise espontinea da lactona [431.
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Capitulo VII

Aplicacio do Eletrodo Enzimatico

DetermingSo de Glicose em Café Soldvel

VII.A. Introdugzo

Para a aplicagfo do eletrodo enzimatico em amostras reais,
decidiu-se analisar amostras de café soldvel, devido & importancia

desta determinag3o e A falta de métodos alternativos. ‘

VII.A.1. Importancia da Andlise

Embora a industria nacional de café soldvel tenha se
expandido nos ‘(!lti més anos, ela ainda se ressente de | métodos
analiticos eficiéntes e répidosv, para estabelecimento de parametros de
qualidade. A maior dificuldade para o controle de qualidade do café
em geral, e do solivel em particular reside na grande variedade de
tipos de grads e portanto de produtos disponiveis para o comércio.

Esse fato se reveste da maior importincia, gquando se nota

68



que a malor parte da préduq&o brasileira se d'estir;a a paises, como oS
Estadoé Uni dos- e Japio, extremamente exigentes em termos de quaiidade
de pr-odut,q.i Déntre aqueles parametros de qualidade,. os teores de
agucares (glicose, frutose, etcd, se constituem em Ibases indicadores
da boa quali dade do produto. '
A determina¢io de carbohidratos c§mo a glicose, em me;teriais
t 3o compléxos ‘comob o café, se 'confi'gura como verdadeiro desafio
analitico. Métodos gerais  para determinag@o de agdcares fedutores,
como o do ’r?.eagente Fehling, n3o ‘apresentam especificidade,
sensibilidade e reprodutibilidade adequé.das. |
Os métodos cromatograficos, em papel e camada delgada,
exigem purificagfo extensiva e demor ada dé amostra, ant.és da anilise.
Na cromatografia gasosa além da purificagfo da amostra, a ygoﬁca
volatilidade dos agticares exigem reagles de derivaé;go.
| A cromatografia liquida de alta eficiéncia, apesar de n3o
precisar de derivagdo possue limitagBes sérias, princi.palmente quando
se tratam extratos contendc materiais poliméricos, com baixo teor de
agticar livre; materiais proteicos se ligam & coluna e alguns
polissacarideos podem precipitar na fase mdvel . Com excegio dos
detectores de massa, os demais, como UV, tém sensibilidade pobre e

est¥o sujeitos a interferéncias (45, 46].
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VII.A. 2. Procedimento Analitico - Resultados e DiscussGes

Pesar -exatamente cerca de 8.0 g do café soltvel , dissol ver
em 1‘00,0 ml de agua destilada. Un volume de 20 ul Flesta solugio sio
adicionados & microcélula com 0,5 ml de tamp3o f‘osf‘ato. CpH 6.‘895 0,1
M, saturada com O, & 28,0°C.D. Utilizou-se eletrodo comercial da
Universal | Senéqrs | cusa> | acopl;ndo—se a membrana pel'ow mét odo

convencional . Em seguida foram realizadas medidas de AQ,*% apds 5
minutos A adig¥o da amostra, com aproximadamente \2 minutos  de
estabilizagHo de uma anilise ‘para outra. Para fins compafati vOSs,
empregou-se o método da AOAC CAssociation of | Official Analytical
Chemistry> [ 47, 48)]. ' ’ ' ‘

A tabela 4 épresenta a repr“odutibiiidade‘ " do eletrodo
construido na analise do café soluvel marca Nestlé Casa Grande com
baixo teor de glicose na amostra. |

| Comparando. os resultados das anilises para a mesma amostra
pelos métodos ACAC e ele_t‘rodos enzimidticos importado e deste trabal ho,b
noﬁa—se que n3oc h& diferenga signif‘icat.iva: entre eles, segundo a
tabela B.

A £abela 7 mostra os resultados comparativos entre as
métodos AOAC e eletrodo enzimidtico com a membrana acoplada pelo método
proposto, para a determinagfo de seis amostras de cafés sollUveis de
consumo interno. Apresentando o provaAvel perfiodo de fabricag3o dos
produtos, com os respectivos teores expressos em média de 5 anidlises e

a estimativa do desvio pradr3io (s, para os dois métodos.
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Tabela 4 - Reprodutibilidade para o El etrodo Enzimati co*. para
determinacZo de glicose em amostra de café soltvel (Nestlé-Casa Grande

04,893 n = 5 .

ensaio _7 Ap% x min™? mg glicose teor % m/m
1 6,0 , 31 2,9
2 6,0 | 3 | 2,9
3 5,0 27 . 2.5
4 5,0 . 27 2,8
5 5,0 - ' 2,5
=27 s = 0,27 - .

*com membrana de colageno, acoplade pelo método convencional

Cfigura 10AD.
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Tabela S - Resultados obtidos de 5 anAlises para a determinagio

de glicose na amostra café soltvel C(Nestlé-Casa Grande 04-89). .

Método

ACAC Eletrodo US 2 Eletrodo EnzimAtico
teor % m/m teor % m/m S ’ teor 2 ms/m

2,2 | 2,6 - - 2,8

2,4 2,4 - 2,8

2,8 2,8 ' » 3,0

2,6 2,4 » 2,8

2,9 N 2,8 ‘ 3,0
X = 2.5 X = 2,6 X = 2,7

2 com a membrana acoplado pelo método convencional (figura 10AD.

Eletrodo Comercial da Universal Sensors.
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Tabela & - Resultados das anaAlises empregando os métodos ACAC e
Eletrodoe EnzimAtico C(membrana de colageno acoplada lateralmente,

figura 10B) determinag3o de glicoSe em amostras de café soltvel (n

= B).
Amostra Mét.odo teor % ms/m
i 2 3 4 =]
Iguagu : : :
Ago. 00 AOAC 14,98 is,2 15,2 15f2 14,8
Eletrodo 15,4 15,4 15,9 15,9 15,4
Casa G. ,
Abr /S0 AOAC 86,7 7,0 5,7 7,0 7,0
: Eletrodo 7,1 7,5 7,1 7,58 7,1
Tradi¢io AOCAC 5,5 6,0 5,0 5,9 5,4
Fev. 80 . .
Eletrodo S,7 5,7 5,7 6,0 5,7
Tradig¢fo AOAC 5,6 5,0 5,0 5,9 6,4
Ago-80 4
Eletrodo 5,8 5,8 5,8 6,0 5,7
Requinte ACAC 5,3 5,7 5,8 5,0 5,8
Ago80 .
Eletrodo 5,4 5,4 5,4 5,6 5,2

73



Tabela 7 - Resultados obtidos a partir das Tabelas B8 e 6,

compar ando ‘os métodos AOAC e Eletrodo Enzimitico para determi naix;ﬁo

de glicose em café sol avel Cn = 5
Eletrodo’ C AGAC
Amostra Fabricag¢fo teor % m/m teor % m/m
X s R X ‘s
Iguagu Ago-80 ' 16 0,27 18 o,z22
Casa CGrande Abr -89 2,7 0,87 2,8 0,28
Casa CGrande Abr .90 7,3 0,22 : 6,9 0,16
Tradig&o Fev90 5,8 0,13 6,0 0,37
Tradig¢3o Ago-90 5,8 0,18 6,0 0,28
Requinte Ago90 5,4 . 0.14 5, 7 0,14
b

com a membrana de colageno acoplada método proposto (figura 10D
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Os resultados obtidos na anilise de café soldvel,
demonstraram a viabilidade da utilizagZ@io do eletrodo enzimatico. (o)
método-da AC%Kﬁ, método'geral Munson-Walker de determinag3o de g;icoée
em amostras de alimentos, tem boa precisdo ‘e exétidgo. porém &
pastante trabalhoso e demorado [23]. Os resultados obtidos na anilise
de cgfé solaw@ﬂ com eletrodo enzimatico sZo comparaveis com o método
da AOAC. A figura 18 mostra o grafico comparativc; dos doisax’nét,edos
com o ceoeficiente de correlaégo de 0,9940: e a equagiio da reta y =
00,3674 + 00,0461 x

A dtiliza¢3§ do eletrod§ enziméticd 'pgra esta analise
apresenta varias vantagens, como a simplici§ade do preparo da amostra,
rapidez e baixo custo por}anéliée. |

Os diferentes teores de glicose para as amoétras analisadas
apresentados na tabela 7 est¥o condizentes com a dificuldade do
controle de qualidade do café solﬂvel.' | |

A diferenca existente nos resultados da anidlise da amostra
de café soluavel Casa CGrande realizado em 1989, com teor de 2,7%, para
outra amostra do mesmo tipo porém realizado em 1990, com teor de 7,3%,
poderia ser explicado pela mudanga do grau de torrefagfo ou do tipo
de gr¥o utilizado como matéria prima [45, 4917.

J4 duas amostras do tipo Tradig3io com diferenga de seis
meses de fabricag¥o ne mesmo ano, nIo apresentaram alterag¥o
significativa nos teores de glicose, indicando que provavelmente n3o

houve altera¢Xo no grau de torrefagio ou tipo de grao.
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Os teoreé de glicose encontrados nas amostfas da marca
Nestlé fabricados no mesmo ano, est¥o de acordo com o grau de
torrefagio dos gr¥os (quanto maior o'gfau, méior o teor de agﬁcarés
{4910, em ordem déCreséen‘te de teor de glicose as amostras filcam
colocados na seguinte seqilencia: .Casa Grande 7,3%, Tradig3o S,'é% e
Requinte 5,4 3%; a mesma segundo o grau de torrefagdo apresentado pelo
fabricanté. Porém nZo se deve levar em consideraqao'somente o‘§rau de
torrefagdo, mas também o tipoc de gr‘é‘os‘dé café, a composigio e oS
métodos de el aborago do produto final Cfspray dry"™ ou liofiliza¢5o);
que podem alterar os teores de agucares [46 - 491,

O café soltGvel Iguagu € uma incédgnita, com 6 teor de glicose
mais alto 16% entre as amostra analisadas, n3o exisiihdo a minima
informa¢®c sobre o produto. O aspecto fisico é de um bé mais fino de
cor marrom mais clara_que o Requinte (Menor teor de glicose encontrado
e o menos torrado entre os trés produtés analisados da marca Nestlé).
Un fato cufi osco € com respeito as pessoas Cconsumidor comum) que
provaram as amostras de cafés soldveis, com malior preferéncia de sabor
e aroma para este produto.

Este fato proVaQelmente pode sér esclarecido pela ocpfréncia
da reag¥o de Maillar, onde substancias redutoras como os agucares,
formam produtos de condensagio com os amino Acidos durante o processo
de elaﬁoraqao, e estes produtos, agdcares-amino &cidos, influenciam no

sabor e aroma do café soluvel [48].
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O Vteoxj de glicose & 'um dos parametros de qualidade do café
solavel, poremA para se chegar a conclusZo da boa ou mi qualidade
nécessitam—se outras détermina:;ﬁes de teores .de, por exemplo: _.amiho
Acidos, frutose, sacarose, etc. » . compostos nitrogenado._s e outros [45 -
481, e infofmag&es do fabricante como, tipo de gr3o, safra, graté de

torrefagdo e © pProcesso de elaboragio.
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ATICO GLICOSE % m/m
o

(4

I'd

METODO ENZIM

o :
o 10 ~ 20
METODO AOAC, GLICOSE % m/m

Figura 19~ OCrafico comparando os dois métodos com Eletrodos
Enzimidticos Vs método ACAC. Com a equag3o da reta y = 00,3674 + 00,9461

X; e coeficiente de correlaglo 0,8940.
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DETALHES EXPERIMENTAIS E MATERIAIS

A. Equi pamentos

- Potenciostato—-Gal vanostato 7 FAC-200, | acopl ado a
microcomputador PC-Proldgica 16-Soluti on com impressora matricial
Grafix FT 80. ‘ | |

~ Eletrodo de oxigénio ¢ FAC 204-a LAB.g, ANALYSER O.

- Regi strador X-t CE.C.B. modelo RB 201).. |

-~ Banho termostati za'udo Modelo 1 OQ—F‘ANEM.

—~ Agitador magnético n3o eletrdénico, —

— Bomba de ar CBett.a Silented
B. Eletrodos

-~ Referéncia : Ag~”AgCl Cmarca Ingo

1d) contendo g} 3M como
eletrélito.
— Trabalho : disco de Platina, difmetro : 0,5 cm ;Ingold.

- Auxiliar : fio de platina.

C. Reagentes
Todos os reagentes utilizados foram de pureza analftica.
- Glicose oxidase € Aspergillus niger, Tipo VII, 134 U/mg de

sélido, Sigmad.
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Scx;oalburﬁiné. CMercK’):"
| - Glutaraldeido 25% (MerckD. , _
— Pirrol CAldrich Chemical C.0.D destilado e estocado em
atmosfera de ni trog_énio,
- ‘a—D-élicose (Sigmad.
— D ¢+ Manose CMerckd.
- D (4 Gala.ctose CF‘ishe’r).

— D ¢+ Yilose CFisherd.

D. Materials
— Membrana de colégéno, espessura 6.02 mm, désenvol vida pela

Johnson e Johnson de Jaguéri una, S.P.
- Software desenvolvido no IQ - Unicamp, p.;.xra progréﬁtag"a‘o

experimental e para armazenamento e tratamento dos resultados obtidos

em voltametria cicli'ca.'

— Pipeta automidtica de 20ul e S0ul CCacild.

-~ Microseringa de 10yl CScientific Giass Eﬁgineering PTY.
LTD. J.

-~ Solug¥o para a calibragfo do eletrodo amperométrico de
éxigénio, consiste de 0,1M de meta bissﬁlfito de sédio em tamp3o
borato pH 9,2, onde o Pg, €& zero ou 0%.
| -~ Solu¢Bes de a-D-glicose apds a preparagdo, foram colocadas

em equilibrio durante 24 horas, para a mutarotagfo Cﬁ—D—gli'cose).
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