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RESUMO

Titulo: Utilizagdo de fontes naturais de enzimas para construgio de biossensores.
Aluna: Helena Shizuko Nakatani

Ortentador; Prof. Dr. Graciliano de Olivetra Neto

Co-orientador: Protf. Dr. Oswaldo E. S. Godinho

O fluido de defesa expelido pelos besouros bombardeiros (Pheropsophus
aequinoctialis) constituido de agua oxigenada, hidroquinona, catalase e peroxidase fol
utilizado na constru¢do de um biossensor para determinagdo de peréxido de hidrogénio. O
biossensor foi construido pela imobilizagdo direta do extrato enzimatico dos besouros
bombardeiros, sem prévia purificagio, em uma membrana de colageno utilizando-se
glutaraldeido como reagente bifuncional para formagdo de ligacao covalente cruzada. Esta
membrana biocatalitica foi acoplada a um eletrodo de oxigénio através de uma rede de nylon
e um anel de borracha. O biossensor baseado no extrato enzimatico dos besouros
bombardeiros apresentou resposta linear na faixa de concentragio de 2,0x10™ a 2,0x10”
mol L' de perdxido de hidrogénio e uma estimativa de desvio padrio relativo de 2%. O
tempo de resposta foi de 10 minutos e o extrato enzimdtico, armazenado em freezer,
manteve atividade por 8 meses. Qutro biossensor baseado no tecido do pinhdo (Araucaria
angustifolia) que contém catalase, foi construido acoplando-se uma fatia de pinhdc na
extremidade de um eletrodo de oxigénio. As medidas amperométricas foram realizadas
mergulhando-se o biossensor em uma célula com tampa contendo 1,0 mL de solugdo
tamp3o fosfato 0,1 mol. L™, pH 7,0 e termostatizada a 30,0 °C. A resposta deste biossensor
foi linear na faixa de concentragéo de 2,5)«:10’4 a 2,5x10° mol L de peroxido de hidrogénio
e uma estimativa de desvio padrio relativo de 1,8%, O tempo de resposta foi de 5 minutos e

o tecido vegetal manteve atividade enzimatica por 8 dias.



ABSTRACT

Title: Utilization of enzymes naturals sources for the construction of biosensors.
Student: Helena Shizuko Nakatani -

Adviser: Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto

Co-Adviser: Prof. Dr. Oswaldo E. S Godinho

The ejected fluid by the bombardier beetle (Pheropsophus aequinoctialis), as a
defensive mechanism against predators, contains hydrogen peroxide, hydroquinone, catalase
and peroxidase. A biosensor constructed by combining an oxygen electrode with this fluid
ejected was developed for determination of hydrogen peroxide. A biosensor based on the
direct immobilization of the enzymes present in the fluid ejected by the bombardier beetle,
was prepared by treating a piece of collagen membrane with glutaraldehde solution. After
the immobilization, this membrane was fixed in the side of oxygen electrode by a nylon net
and an o-ring. The biosensor based on the fluid e¢jected by the bombardier beetle presents
linear response in the concentration range 2.0x10™ to 2.0x10” mol L™ of hydrogen peroxide
and a relative standard deviation of 2%. The response time was 10 minutes and was
possible to store in the freezer during 8 months without loss of activity. Another biosensor
based on pine kemel (draucaria angustifolia) tissue for the determination of hydrogen
peroxide 1s reported. Pine kernel tissue is used as a source of catalase. The biosensor was
constructed by clamping a pine kernel slice on the surface of oxygen electrode. The tissue
was kept mechanically in place by a nylon net fixed with an o-ring. All measurements were
performed by dipping the biosensor in 1.0 mL of phosphate buffer solution 0.1 mol.L”', pH
7.0in a thermostated cell, at 30.0 °C. The response of the pine kernel tissue based biosensor
was linear in the concentration range 2.5x10™ to 2.5x10” mol L of hydrogen peroxide and
a relative standard deviation of 1.8%. The response time was of 5 munutes and catalase

activity decreases since from 8% day.

vi
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Capitulo 1

APRESENTACAO E OBJETIVOS



Capitulo I >

A investigacio ampla e crescente da utilizagdo de enzimas como reagentes analiticos
mostra as novas perspectivas e o sucesso de enzimas na solugdo de problemas analiticos. A
alta seletividade das enzimas, combinada com a alta sensibilidade de medidas eletroquimicas

¢ a razdo principal da importancia dos eletrodos enzimaticos.

O uso de enzimas para fins analiticos tem sido, muitas vezes, limitado devido a certas
desvantagens relacionadas com a estabilidade e custo das enzimas purificadas e, precisio das
andlises. Estas dificuldades podem ser minimizadas através do desenvolvimento de teécnicas

de imobilizagdo de enzimas e/ou de fontes naturais de enzimas.

O desenvolvimento de biossensores utilizando-se fontes naturais de enzimas
apresenta vantagens como a facilidade de obtengio e baixo custo. Em geral, sdo mais
eficientes porque as enzimas em seu ambiente natural tendem a demonstrar maior
desempenho.  Sempre que possivel, substitulr uma enzima purnficada, de alto custo, por
materiais organicos naturalmente ricos em enzimas ¢ uma opgfio atraente. Por isso durante
os ultimos anos tem tido um interesse crescente no desenvolvimento de novos matenais
biocataliticos para a constru¢do de biossensores. Varios materiais biologicos, tais como,
células bacterianas, tecidos animais (figado de boi e coelho, im de porco) € de plantas
(folhas, flores, sementes) tém sido testadas como componentes biocataliticos de um

biossensor.

Os biossensores baseados em tecidos animais e¢ de plantas sdo discutidos no

capitulo V.

O objetivo deste trabalho consistiu na construgio de biossensores utilizando-se
fontes naturais de enzimas para determinagdo de peroxido de hidrogénio. O primeiro
hiossensor baseia-se na utilizagio do extrato enzimatico dos besouros bombardeiros(
Pheropsophus aequinoctialis). A imobilizagdo das enzimas, catalase e peroxidase, presentes
no jato langado pelos besouros contra predadores € feita em uma membrana de colageno

utilizando-se o glutaraldeido para formagdo de ligagdo covalente cruzada.
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O segundo consistiu na construgdo de um biossensor baseado no tecido de pinhdo
(Araucaria angustifolia). Uma fatia de tecido de pinhdo, que contém catalase, ¢ acoplada

na extremidade de um eletrodo de oxigénio.
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PRINCIPIOS DA ANALISE ENZIMATICA
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IL 1. Introduciio

As enzimas sdo catalisadores quimicos de origem biologica sintetizadas pelos
organismos vivos, que aceleram uma multiplicidade de reagdes envolvidas nas atividades

metabolicas fundamentais das células.

As enzimas sdo proteinas, moléculas de alto peso molecular, que catalisam as
reagdes bioldgicas com eficiéncia. Assim como a maioria dos catalisadores, as enzimas
atuam no abaixamento da energia de ativagdo, acelerando a velocidade da reagio permitindo

atingir rapidamente o estado de equilibrio, sem sofrer modificagdo.

As enzimas demandam condi¢bes definidas de operagdo e estocagem que limitam sua
atividade e estabilidade. Elas possuem sitios de ligagdo muito bem definidos para o
substrato (analito), muitas requerem a presenga de cofatores que podem estar firmemente
ligados a proteina (grupo prostético) ou tem de ser adicionados (coenzimas). As enzimas

podem ser facilmente ativadas ou inativadas pela presenca de outras substancias.

As propriedades mais importantes apresentadas pelas enzimas sdo a seletividade e
sensibilidade de suas reagdes, que permitem um grande potencial de utilizagio em quimica

analitica (1-5).
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I1.2. Classificacdo de enzimas

Uma classificagdo sistematica para a identificagio de enzimas envolve a subdivisio

em seis grupos de acordo com o tipo de reagfo catalisada (6, 7):

11.2.1. Oxidoredutases

S&o enzimas que catalisam reagdes de oxidagdo e redugdo. O nome recomendado ¢,
na maioria dos casos, desidrogenase, embora o termo redutase seja, algumas vezes
empregado. O nome oxidase é somente utilizado quando O, é o aceptor de elétrons. Nesta
classe, além de desidrogenase e oxidase, estdo incluidas a peroxidase, que utiliza peroxido
de hidrogénio como oxidante e, as oxigenases e hidrolases que incorporam oxigénio

molecular na molécula que esta sendo oxidada.

a) Agindo sobre o grupo

~
CH—OH
7

b) Agindo sobre o gnupo

~
~

¢} Agindo sobre o grupo

C=CH—
d

d) Agindo sobre o grupo
\CH_‘ N:H.z
/s
e} Agindo sobre o grupo
CH—NH
s

f) Agindo sobre NADH, NADPH
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I1.2.2. Transferases

Sdo enzimas que catalisam a transferéncia de um grupo funcienal de um composto a

outro.

a) Grupos de um carbono

b) Grupos aldeidicos ou cetonicos
¢) Grupos acila

d) Grupos glicosila

¢) Grupos fostato

f) Grupos contendo enxofre.

11.2.3. Hidrolases

Sdo enzimas que catalisam rea¢des de mdrohse.
a) ésteres
b) ligagdes glicosidicas
c) ligagdes peptidicas
d) outras ligagdes C-N

¢) anidridos acéticos.
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11.2.4. Liases

Sio enzimas que quebram a dupla ligagdo por eliminagéo.

a) ~c=cZ

b) >C=0

6 SCan—

11.2.5. Isomerases

S0 enzimas que catalisam o rearranjo intramolecular (reagdes de isomerizagio).

Dependendo do tipo de isomeria sdo chamadas de:
a) racemases

b) cis-trans-isomerases

I1.2.6. Ligases

S3o enzimas que catalisam a ligagdo de duas moléculas acopladas com hidrélise de

uma ligagdo pirofosfato em ATP ou um trifosfato similar.

a C-0
b) (=S
¢}y C-N

4 C-C
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I1.3. Atividade enzimatica

A concentragio de uma enzima em um material n#o € expressa em termos classicos,
como mg.L, porque somente uma quantidade muito pequena de enzima cataliticamente
ativa, podc estar presentc em uma dada massa destc material  Estas medidas sdo

apresentadas em unidades de atividade enzimatica.

A unidade de atividade enzimatica ¢ estabelecida através da medida da velocidade de
reagdo a partir de uma quantidade de substrato consumido ou produto formado, num
determinado tempo e temperatura. A mais aceita € a unidade internacional (1 U) de enzima,
defimida como a quantidade que catalisa a transformagio de um micromol de substrato por

minuto, sob condi¢des defirudas.

A atividade especifica de uma enzima ¢ expressa como unidades de enzimas por
miligrama de proteina (U/mg de proteina). E uma medida da pureza da enzima, aumentando
durante a sua purificagio e tornando-se maxima e constante quando a enzima estiver em seu

estado puro.

A atividade molecular ¢ definida como o numero de moléculas de substrato
transformadas por minuto por molécula de enzima. Ja a concentragio de uma enzima em

solugdo, pode ser expressa como unidades por mililitro (U/mL).

Outra unidade de atividade enzimatica ¢ o Katal, definida como a quantidade de

atividade enzimatica que transtorma um mol de substrato por segundo (8, 9).
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I1.4. Cinética enzimitica

11.4.1. Equacio de Michaelis-Menten

Uma teoria geral de cinética das reagdes catalisadas por enzimas foi desenvolvida por

Michaelis-Menten e, mais tarde, ampliada por Briggs e Haldane.

A teoria de Michaelis-Menten considera que a enzima se combina com o subsirato
para formar o complexo intermedidnio enzima-substrato ¢ depois, se rompe para formar o
produto e regenerar a enzima. Para uma rea¢do enzimitica, envolvendo apenas um

substrato, tem-se a seguinte expressao geral,

K
E+STl—ES—K—2»P+E
R

onde E representa a enzima, S ¢ o substrato, ES € o complexo intermediario enzima-
substrato, P € o produto formado, K, K.; e K; sdo as constantes de velocidade das reagdes

indicadas.

A equagdo de Michaelis-Menten expressa as relagdes matematicas entre a velocidade
inicial de uma reac¢ao catalisada por enzimas, a concentragdo de substrato e outras

caracteristicas da enzima {7, 10).

Para uma concentragdo fixa de enzima, a velocidade de uma reag¢do enzimatica é

dada pela seguinte equagio de Michaehs-Menten:
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onde V representa a velocidade da reagfio, Vo ¢ a velocidade maxima, quando toda enzima
esta presente como ES logo, ¢ igual a K, {E], [S] € a concentragdo de substrato e K, ¢ a

constante de Michaelis-Menten, que € igual a

K"l “+ K2

K,

Os valores das constantes cinéticas K., e Vn, podem ser obtidas através do grafico
da velocidade em fungfio da concentragdo de substrato, como mostra a Figura 1. A Figura

mostra, também, a dependéncia da velocidade de reagio com a concentragio de substrato.

Velocidade
Viméx |- — — o _ _ _ _ _ _
5>>Kn
1 .
—2— me —————— :
I S<<Kpm

Concentragio de Substrato

Figura 1. Efeito da concentragdo de substrato sobre a velocidade de uma reagio enzimatica.
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Para uma concentracio fixa de enzima, a velocidade de uma reagdo enzimatica

aumenta com o aumento da concentragio de substrato até atingir um valor limite, a partir do

qual a adi¢do de mais substrato ndo afeta mais a velocidade.

V.
Quando a velocidade da reagdo atinge a metade da velocidade maxima, V = —nax

2

a

o coeficiente de Michaelis-Menten (K,,) sera igual a concentragdo de substrato.

O coeficiente de Michaelis-Menten indica o grau de afinidade da enzima pelo

substrato; quanto menor o K, maior sera a afinidade da enzima pele substrato.

11.4.2, Equagio de Lineweaver-Burk

A equagio de Michaelis-Menten pode ser transformada em outras formas, mais Uteis

para se obter os valores de Kn € Vi,  Uma transformagio é obtida através da linearizagdo
da equagio de Michaelis-Menten.

1 Km I 1
. m
VO Vmax [8] Vmax

onde V, € a velocidade imicial da reagéo.
Esta equagdo € chamada de equagdo Lineweaver-Burk.

Quando ¢ tracado um gréfico de 1/V, em fungio de 1/[S], obtém-se uma reta com

coeficiente angular de Kn/Vaax, com intersecgdo de 1/Vma no eixo de 1/Vy e de -1/K,, no
eixo de 1/[S], como mostra a Figura 2.
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1
Wo
11V K
Coef = =
cef angular TS] Vous
1
K \ 1
Vinx

Figura 2. Grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk.
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ILS. Fatores gue afetam a velocidade das reacoes catalisadas

por enzimas

Os principais fatores que afetam a cinética de reagBes catalisadas por enzimas sio:
concentragdo de substrato, concentragio de enzima, temperatura, pH, solugio tampio, for¢a

tonica, ativadores e inibidores(5, 7, 11, 12).

IL.5.1. Efeito da concentracio de substrato
O efeito da concentragdo de substrato em reagdes catalisadas por enzimas é dado

pela equag@o de Michaelis-Menten:

A velocidade de uma reacio enzimatica € diretamente proporcional 4 concentragio

de substrato. A velocidade da rea¢do aumenta até atingir um valor limite.

Para baixas concentragbes de substrato, [S] < < K, (regido hnear do grafico
apresentado na Figura 1), a reagio enzimatica apresenta a cinética de primeira ou pseudo

primeira ordem com relagio ao substrato. A equagio de Michaelis-Menten se reduz a:

Para altas concentragdes de substrato, S > >K,,, a reagiio é de primeira ordem em
relagdo a enzima e de ordem zero em relagdo ao substrato. A equag@o de Michaelis-Menten

se reduz a:
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V= Vhax

A altas concentragdes de substrato observa-se, também, um decréscimo na
velocidade da reacéo, nio previsto na equagio de Michaelis-Menten. Esta inibigio pode ser
devido a formagio de um complexo ndo efetivo com duas ou mais moléculas de substrato
combinando com o sitio ativo. lsto ¢ observado com enzimas que possuem dois ou mais
grupos, cada um combinando com uma parte da molécula de substrato. Em um complexo
efetivo, uma molécula de substrato estd combinado com todos estes grupos. Se algum
destes grupos € bloqueado com outras moléculas, pode ser formado um complexo ndo
efetivo no qual um substrato combina-se com somente um grupo da enzima. A
probabilidade de formagio de um complexo ndo efetivo aumenta com o aumento da
concentracdo de substrato, onde a molécula de substrato tende a se aglomerar sobre as

enzimas.

I1.5.2 Efeito da concentrac¢iio de enzima
A velocidade de uma reagio enzimatica é fungio da concentracdo da enzima de

acordo com a equagio de Michaelis-Menten:

K, [EL[S]
- K_ +[S]

Teoricamente, uma aumento na velocidade de reagdo é proporcional ao aumento na
concentracdo de enzima. Entretanto, as vezes, € observado um desvio da linearidade para
concentragdes altas de enzima, o que pode ndo significar um decréscimo na atividade da

enzima, mas, uma limita¢do na técnica de medida,



Capitulo II 16

iL.5.3. Efeito da temperatura

A velocidade das reagOes quimicas geralmente aumenta a medida que se eleva a
temperatura. Um aumento na temperatura implica em uma energia cinética maior as

moléculas do reagente, ocasionando um maior nimero de colisGes por unidade de tempo.

As reagdes catalisadas por enzimas se comportam até certo ponto, de modo similar.
As enzimas sio moléculas protéicas complexas e a atividade catalitica das enzimas &
proveniente de uma estrutura tercidria precisa, altamente ordenada que justapde os
grupamentos especificos dos aminoacidos de modo a formar sitios estereoespecificos de

higagdo com o substrato € o centro catalitico.

Se a enzima absorver muita energia, a estrutura terciaria romper-se¢-a € a enzima
perde sua atividade catalitica. Este processo € denominado de desnaturagdo. Desta forma, a
medida que se eleva a temperatura, o aumento esperado na velocidade resultante do
aumento das colisdes entre enzima e substrato é compensado pelo aumento da velocidade de
desnaturacdo. Conseqilentemente, o grafico de velocidade para sistemas enzimaticos,
geralmente, apresenta-se em forma de sino. A “temperatura 6tima™ para uma determinagio

¢ a temperatura em que a enzima possui atividade maxima.

Um controle rigoroso de = 0,1 °C ¢, geralmente, suficiente para obter resultados

reprodutiveis.

IL3.4. Efeito do pH

As enzimas, sendo proteinas, apresentam propriedades que sdo bastante sensiveis ao

pH. De fato, muitas enzimas s3o ativas somente dentro de uma faixa estreita de pH.

A forma do perfil de atividade em fungdo do pH varia com a concentragio de
substrato, uma vez que a constante de Michaelis-Menten, da maioria das enzimas, se aliera

com 0 pH. Estas curvas serdoe mats significativas se a enzima for mantida saturada com o
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substrato em todos os valores de pH estudados. Nos estudos de cinética enzimatica, o pH é

mantido constante no seu valor otimo.

O pH o6timo de uma enzima nfio ¢ necessariamente idéntico ao pH de seu meio
mfracelular normal, que pode estar situado na parte ascendente ou descendente de seu perfil
de atividade em fungdio do pH. Isso sugere que a inter-relagio pH-atividade enzimatica,

pode ser um fator de controle intracelular da atividade da enzima.

I1.5.5. Efeito do sistema tampao - forc¢a ionica

A atividade de uma enzima depende nio somenie de pH mas, também, do tipo de

solugdo tampio empregado.

O sistema tampdo pode nfo somente afetar a atividade mas, também, a estabilidade

de uma enzima devido as cargas, ativagdo de dnions ¢ mudangas na superficie.

A forga idnica afeta a reag@o enzimatica através da mudanga no estado de equilibrio

da reagdo,

Para obter resultados reprodutiveis deve-s¢ eliminar ions interferentes e controlar a

forga ionica para assegurar a concentragio efetiva dos reagentes.

IL5.6. Ativador

Um ativador € uma substdncia necessaria para a enzima tornar-se um catalisador
. ativo ou, ainda, uma substincia para aumentar o poder catalitico de uma enzima.
Geralmente, a ativagdo ndo € especifica, uma mesma enzima pode ser ativada por varias

substiincias diferentes.
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O efeito da concentragio de um ativador sobre a velocidade de uma reagdo
enzimatica € similar aquela da concentragio de substrato. Para baixa concentrag¢io do
ativador, ha uma dependéncia de primeira ordem da velocidade sobre a concentragio do
ativador. Para altas concentragbes do ativador, a velocidade da reagdo independe da

concentragio de ativador.

Alguns ativadores sdo ions metalicos simples como Mn’", Cu*", Ca** ou podem ser

substéincias orgdnicas complexas.

11.5.7. Inibidor

Um inibidor enzimatico ¢ uma substéncia que causa um decréscimo na velocidade de
uma reagéo catalisada por enzima através da reagdo com a enzima formande o complexo

enzima-inibidor ou pela reacdo do imbidor com um dos reagentes.

Os inibidores enzimaticos podem ser divididos em dois tipos: reversivels e

irreversiveis.

1L.5,7.1, InibicAo reversivel

Na inibi¢io reversivel, o inibidor participa em uma reagio reversivel com a enzima
ou o complexo enzima-substrato que atinge rapidamente o equilibrto. Este equilibrio pode

ser analisado em termos da equagdo de Michaelis-Menten.

Neste tipo de inibi¢do, a enzima pode recuperar sua attvidade quando o mmbidor €

removido.

Os inibidores reversivels podem ser divididos em trés tipos. competitivos,

acompetitivos e nao competitivos.
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O mibidor competitivo pode se combinar com a enzima competindo com o substrato

pelo sitio ativo. A molécula do imbidor nfo € quimicamente alterada pela enzima.

Um inibidor competitivo reage reversivelmente com a enzima para formar um

complexo enzima-inibidor (EI), analogo ao complexo enzima-substrato (ES).

E + S == ES - 3 P + E

fe

ET

A constante do mibidor (Ky) € uma constante de dissociagdo do complexo enzima-

nibidor e, pode ser defimida como:

[E1}

A presenga de um inibidor competitivo aumenta o coeficiente de Michaelis-Menten
aparente da enzima para o substrato, porque torna necessaria uma concentragio maior de

substrato para atingir sua velocidade maxima O coeficiente angular é aumentado por um

1+ 1]

fator de Porém, um inibidor competittivo ndo afeta a velocidade maxima, o que

Ky
mostra que o inibidor ndo interfere na velocidade de desdobramento do complexo enzima-

substrato.

Na inibi¢gdo acompetititva, o inibidor ndo se¢ combina com a enzima nem afeta sua
reagdo com o substrato, porém, se combina com o complexo enzima-substrato originando
um complexo nativo enzima-substrato-inibidor, incapaz de sofrer a etapa subseqiiente da

reacdo para produzir o produto.



Capitulo 11 20

E+S#ES———-’P+E

(ES).{T]
[ES])

A constante do inibidor, Ky, € Ky =

Um inibidor ndio competitivo pode combinar tanto com a enzima livre quanto com o
complexo enzima-substrato, interferindo na a¢do de ambos. Neste tipo de inibigio, a reagdo
P G40, G

com o inibidor produz duas formas inativas, EI e ESI.

E + S 4—= E§ — m P + E

1 I
1L K (ED 1L K (ESD)
El ESI

A constante de imbidor para EI &

[E].[1}
K{ED)=——
[EI]
e, para ESI ¢
| [ES].[T]
Ky{ESI) =

[ESI]
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I1.5.7.2. Inibicio irreversivel

Na nibi¢do wreversivel, o inibidor liga-se fortemente a enzima, dissociando-se muito

lentamente.

Algumas enzimas sofrem inativagio irreversivel quando tratadas com agentes
capazes de modificar, através da ligagio covalente, um grupo funcional necessario para

catalise tornando a molécula enzimatica inativa.

Muitas vezes, a inibigfio irreversivel ocorre lentamente quando comparada com a
cinética de reagdo enzimética sem inibidores, de modo que, inicialmente a inibigio é
incompleta, porém, aumenta continuamente com o tempo, devido a modificagdo quimica de

uma fracfio progressiva de moléculas enzimaticas.

Este tipo de mibigdo ndo pode ser analisada pelo principio de Michaelis-Menten, que

considera a formagdo de complexos, El ou ES1, como reversiveis.
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IMOBILIZACAO DE ENZIMAS
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HI1.1. Introducio

O uso de enzimas para fins analiticos tem stdo imitado devido a certas desvantagens
relacionadas & estabilidade e custo das enzimas e, precisio das analises. Além disso,
solugbes aquosas de enzimas, muitas vezes, perdem sua atividade catalitica muito
rapidamente e, as enzimas ndo podem ser recuperadas de tais solugdes nem ter suas

atividades regeneradas.

Estas dificuldades podem ser diminuidas através do desenvolvimento das técnicas de
imobilizagdo de enzimas. A enzima livre é imobilizada ou inselubilizada, junto a uma matriz
inerte, de tal forma que conserve suas propriedades cataliticas por um tempo mais longo do

que na forma livre e, podendo ser utilizada continuamente,em um maior numero de analises.

A imobilizagdo de enzimas € considerada um procedimento bem sucedido para
aumentar sua estabilidade, implicando num decréscimo na constante de velocidade de
inativagdo ou um aumento no tempo de nativagdo sob condigfes de desnaturagdo (13). A
estabilidade operacional de um sistema baseado em enzimas, definida como eficiéncia de
conversdo apos a operagio por diferentes periodos, ndo depende somente da propria enzima
mas, também, da estabilidade do suporte, do procedimento de imobilizagdo e do tipo de

ativadores e inibidores presentes.

A imobilizagdo nio deve desnaturar o centro ativo das enzimas devendo, portanto,
ser feita através de grupos que ndo estdo envolvidos nas atividades cataliticas. Existem

muitos métodos de tmobilizagdo de enzimas relatados na literatura (8, 14-20),
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II1.2. Métodos de imobilizacido

Os métodos de imobilizagio de enzimas podem ser divididos nas seguintes
categorias: oclusdio em matriz, microencapsulagdo, adsorgio, ligagdo quimica covalente em
suporte e ligagdo quimica covalente cruzada (8, 14-20). A Figura 3 ilustra estes métodos de

imobilizacao.

i) (b G D ®

Figura 3. Métodos de imobilizagdo de enzimas: {a) oclusdo em matriz, (b) micro-
encapsulagio, (c) adsorgio, (d) ligagdo covalente em suporte e (e) ligagédo
covalente cruzada.

I11.2.1. Oclusiao em matriz

O método da oclusdo envolve o aprisionamento da enzima dentro de espagos
intersticiais da ligagdo covalente cruzada de polimero insoluvel (agar-agar, alcool

polivinilico, amido, poliacrilamida e outros).

Nesta imobilizagio, o mondmero, o catalisador de polimerizagio ¢ a enzima a ser
ocluida sdo misturados em uma solugdo tampédo juntamente com um catalisador adequado.
A estrutura do polimero formada apresenta espagos intersticiais pequenos que permitem

somente a difusio de moléculas menores do substrato.
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A vantagem deste método de imobilizagio € que a reagdo entre o substrato e a
enzima ndo sofre modificago, porque esta imobilizagdio praticamente ndo altera sua
estrutura. Entretanto apresenta como desvantagem, uma redugo do tempo de vida util do
sensor, devido a perda de parte da enzima imobilizada causada pela variagdo do tamanho

dos poros intersticiais do polimero.

HL.2.2. Microencapsulacao

0O método da microencapsulagdo envolve o confinamento de enzimas em
microcapsulas (pequenas esferas) com membranas semi-permeaveis de poros variando de 5 a
300 um, que permitem somente a livre movimentacdo de substrato e produto da reacdo

enzimatica (21).

Estc tipo de imobilizagdo de enzimas difere da anterior porque permite o

aprisionamento de um volume ou nimero de moléculas maior.

A vantagem deste método € a possibilidade de se imobilizar simuitaneamente varias
enzimas em apenas uma etapa. Entretanto, a necessidade de alta concentragido de proteina
para microencapsulacdo e a dificuldade de se fixar essas microcapsulas na base do sensor

tem dificultado sua aplicagio.

I1L2.3. Adsorcio

A adsor¢io de uma enzima sobre um suporte insoluvel ¢ o método mais simples de
imobilizagdo. [Esta adsor¢do de enzimas resulta em interagbes do tipo idnico, polar ou
pontes de hidrogémio. Os suportes insoluvels, geralmente, possuem superficie ativa e

funcionam como excelentes adsorventes (22).
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Os adsorventes mais comumente usados sdo o vidro, carvio vegetal, silica gel,

alumina entre outros.

A principal vantagem deste método € a sua simplicidade, porém, a enzima adsorvida
ndo esta firmemente ligada ao suporte, é extremamente dependente do pH, do substrato, do
solvente e da temperatura. Assim sendo, a adsorgdo pode ser bastante afetada por estes

fatores.

HI1.2.4. Ligacdo covalente em suporte

Neste caso, a imobilizagdo em suporte insoluvel é feita através da ligagdo covalente
de grupos funcionais ndo ativos da enzima e grupos reativos (hidroxila, carbonila, amino,
fendlico) ligados na superficie do suporte insoltuvel. Esta ligagio deve ser realizada sob

condigdes que ndo causem desnaturagdo da enzima.

Os tipos de reagdes envolvidas no método de imobilizagdo de enzimas por ligagio

covalente em suporte sdo mostrados na Figura 4.

Os suportes insoluveis mais utilizados sdo os polimeros sintéticos (agar-agar,
celulose, colageno, amido) e materiais inorginicos (pérolas de vidro com porosidade

controlada).

No método de ligagio covalente em suporte a enzima ¢ mantida num ambiente
semelhante ao encontrado na natureza, proporcionando uma maior estabilidade ¢, também,

menor susceptibilidade aos efeitos de pH, forga idnica, solvente e temperatura.
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via grupos azida
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via grupos diazénico

R i ) ; i : pomy A o m,-r i :

via grupos tiol

R—SH + HS—L oxidagio R—S$—S$—F

Figura 4. Tipos de reagdes envolvidas no método de imobilizagdo por ligagdo covalente em
suporte.
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II1.2.5. Ligagao covalente cruzada
Reagentes bifuncionais sdo utilizados para imobilizar enzimas e/ou outras proteinas.
Os reagentes bifuncionais sdo divididos em duas classes: homofuncionais, possuem dois

grupos funcionais iguais e, heterofuncionais, se os dois grupos forem diferentes.

O método baseia-se na formagdo de particulas devido & ligagio covalente cruzada
formada entre as moléculas das enzimas e/ou moléculas do suporte inerte com reagentes

bifuncionais.

Alguns reagentes bifuncionais utilizados para a formagio da ligagio covalente

cruzada intermolecular sdo mostrados na Figura 5.

0O

HZ(F—C:' SOsH  s05H
H o @9
A B Wy S U X
H, C—-C7
Glutaraldeido Acido bisdiazobenzidina 2, 2" dissulfénico
0, NCO
ON F SCN CH;
F
1, 5 - difluor 2, 4 dinitrobenzeno 2, 2 -isocianato 4 - isotiocianato tolueno

Figura 5. Alguns reagentes bifuncionais comuns para ligacio covalente cruzada com enzima,

O método de imobilizagiio com o glutaraldeido é mostrado na Figura 6. Este
metodo tem sido muito utilizado porque a enzima &, geralmente, mantida num ambiente
semelhante ao encontrado na natureza, proporcionando maior estabilidade e, também, menor

susceptibilidade as variagdes de pH, forga 10nica, solvente e temperatura.
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OHC—(CH,):—CHO

1l

(r'HO (IZHO CHO

l H-N — Lnzima
cI:Ho CHO (],‘HO
—CH-CH~(CHy),—C H:é——(CHz)g—(FII—CI [—(CH,),
HN -~ Enzina HN —Enzma

Figura 6. Método de imobilizagio de enzima pelo método de ligagdio covalente cruzada
utilizando o glutaraldeido.

A eficiéncia da imobilizagdo com glutaraldeido depende das condigdes de solucdo
devido a4 multiplicidade de possiveis estruturas quimicas em cada situagio. Os diferentes
estudos mostraram que solugdes aquosas de glutaraldeido (25 ou 70 %) representam
misturas de multicomponentes. O pH destas solugdes é de 3,1 e pode ser explicado se
alguns dos grupos aldeidicos s3o parcialmente oxidados aos acidos carboxilicos
cotrespondentes. As seguintes estruturas de glutaraldeido em solugdo aguosa, acida ou
neutra foram identificadas por RMN: glutaraldeido livre (a), linear mono (b) e diidratos {c),

um hemiacetal ciclico (d) e oligdmeros (e), como mostra a Figura 7.
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HO 9 CH
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HO OH
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Figura 7 Estrutura do glutaraldeido em solugio aquosa, acida ou neutra (a) glutaraldeido
livre, {(b) linear mono, (¢) dudratos, (d) hemiacetal ciclico,(e) oligdmeros.

Todas estas estruturas do glutaraldeido podem reagir com proteinas por ligacdo

covalente  cruzada formando produtos com estruturas monoméncas (a) e (b) ou
multiméricas (¢).
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Figura 8. Rea¢&es do glutaraldeido com proteinas. {a) e (b) monoméricas, (c) multiméricas.
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Sob condigbes basicas, glutaraldeido sofre condensagio aldélica para formar
aldeidos multiméricos o, f§ insaturados, que podem reagir com proteinas através da

formag3o de bases de Schiff

As estruturas do glutaraldeido em ambas as formas, linear ou ciclica, mostram
melhores capacidades de imobilizagdo em relagido ao produto puro, sendo que o uso de
glutaraldeido na imobilizagdo de enzimas torna-se especifico para cada proteina bem como

sua aplicagio (24).

A complexidade de glutaraldeido sob condigdes de estocagem e de reagio nio
desencoraja seu uso na imobilizagdo de enzimas porque todas as formas conhecidas mostram

sua capacidade de reagir e ligar-se as proteinas.

A estabilidade e o tempo gasto nesta imobilizagiio sdo semelhantes aqueles obtidos

pelas membranas comerciais, porém, com a grande vantagem de baixo custo.

As enzimas imobilizadas podem ser utilizadas na construgio de reatores (25-29) de
eletrodos de pasta de carbono modificados (30-31) e de biossensores (32-35) RevisGes

recentes mostraram um numero crescente de trabalhos nesta area (36-38).



Capitulo IV

BIOSSENSORES
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IV.1. Introducio

O primeiro biossensor foi desenvolvido e apresentado por Clark e Lyons no simpdsio
da Academia de Ci€ncias de Nova York em 1962 (39). A enzima glicose oxidase foi
imobilizada fisicamente em uma membrana de cuprofane acoplada a um eletrodo de

oxigénio.

glicose

ghcose + O, + H,0 dase

H,0O, + acido gﬁC()HiCO
O deecréscimo da pressdo parcial de oxigénio esta relacionado com o conteado de

glicose presente.

Mais tarde, Updike e Hicks (40) imobilizaram esta enzima em gelatina e seus
resultados foram melhorados sensivelmente. Desde entdo, novos biossensores tém sido
projetados e utilizados em analise quimicas de varias substdncias no diagnéstico clinico,
industria de alimentos e no controle ambiental (41-45). A taxa sanguinea de glicose,
informagéo vital ao controle da diabete € , sem divida, a principal aplicagio atual A
detecgdo de peroxido de hidrogénio tornou-se, também, um caminho para a construgdo de
biossensores baseados em enzimas oxidases imobilizadas O perdxido de hidrogénio é uma
substancia importante tanto em reagdes biologicas quanto ambientais devido 3 sua
capacidade de oxidar, branquear e esterilizar. Varias revisdes sobre os biossensores sdo

encontradas na literatura (38, 46-48).

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo com elemento sensor
biologico intimamente ligado a um transdutor. O elemento biologico pode ser utilizado
dirctamente ou imobilizado em uma membrana adequada, que é acoplado junto a superficie
de um transdutor, o qual ird monitorar a formagiio de um produto ou consumo de algum

reagente.
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O transdutor € um sistema capaz de transformar um tipo de sinal em outro. Neste
caso, o transdutor converte o sinal biologico em sinal elétrico(49-51, 38). A Tabela 1

mostra os componentes que podem ser usados para construir um biossensor.

Tabela 1. Componentes que podem ser usados para construir um biossensor.

Enzimas
Anticorpos
Antigenos
Elementos biologicos Tecido animal
Tecido vegetal

Insetos
Organelas

Organismos

Amperométrco
Condutimétrico
Transdutores Potenciométrico
Calorimétrico
Optico

Piezoelétrico
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Quando o biossensor ¢ imerse em uma solugio, o substrato difunde para o interior
da membrana, reage com o material biologico e formam-se os produtos desta reagio. A

Figura 9 ilustra o esquema geral de um biossensor.

[N

INSTRUMENTO
DE MEDID A

Sinal | Eléttico

TRANSDUTOR

Sinal | fisico-gquimico

BIOSSENSOR

Feconhecimento omolecular

AMORTRA
.

Figura 9. Esquema geral de um biossensor.
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IV.2. Principio de um biossensor

O principio de um biossensor envolve, basicamente, quatro etapas (51-52):

IV.2.1.Escolha do elemento biolégico
O primeiro passo € escolher um sistema biologico ativo que reaja seletivamente com
o substrato. O 1deal seria utilizar a fungio priméria da enzima, isto €, a reagdo principal

enzima-substrato.

1V.2.2. Imobiliza¢do do elemento biologico
A imobilizagio do elemento biolégico consiste na sua insolubilizagio logo, evita a
utihzagdo de enzimas na forma solivel. Esta imobiliza¢io ndo deve desnaturar o centro

ativo das enzimas, devendo ser feita através de grupos que ndo possuam atividade catalitica.

O uso de enzimas na forma mmobilizada ¢ importante porque permite sua reutilizagio
diminuindo, desta forma, o tempo e o custo por anilise levando a uma maior

reprodutibilidade.

Os tipos de imobilizagdo s@o. oclusdo em matriz, microencapsulagio, adsorgdo,

ligagdo covalente e ligaco covalente cruzada, ja discutidos no Capitulo II1.

IV.2.3. Escolha de um transdutor adequado.

O transdutor deve detectar apenas um reagente ou produto da reagfio de interesse.

IV.2.4. Medida de formacio do produto da reacéio ou do consumo de
reagente.
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IV.3. Caracteristica operacional de um biossensor
Para se obter resposta de um biossensor deve haver:

a) Transporte de substrato até a superficie do eletrodo.

b) Dhfusio do substrato atraves da membrana até o sitio ativo da enzima

¢) Ocorréncia da reagdo no sitio ativo da enzima.

d) Transporte do produto formado na reagdo enzimatica através da membrana até a

superficie do eletrodo.

e) Medida do produto da reagdo enzimatica.
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IV.4. Desempenho analitico de um biossensor

As caracteristicas mais importantes de um biossensor sdo: estabilidade, tempo de

resposta e seletividade.

T1V.4.1. Estabilidade

A definigdo de estabilidade € dificil porque uma enzima pode perder parte de sua
atividade, resultando em um deslocamento da curva de calibragdo para baixo. Todavia, se o
coeficiente angular permanecer constante, como freqiientemente acontece, o eletrodo pode,

ainda, ser utilizado, necessitando apenas de uma calibragdo diaria.

Outro problema na definigio de estabilidade ¢ que muitos pesquisadores medem a
corrente de seus eletrodos esporadicamente, apés longos periodos de tempo e mostram estes
dados como estabilidade. Isto pode significar que o eletrodo foi utilizado uma vez por dia
ou por semana, dez ou cem vezes por dia. E evidente que, quanto maior for o uso, menor

serda o0 tempo de vida Util do eletrodo.

Os fatores que afetam a estabilidade de um biossensor s3o: o tipo de imobilizagio,

quantidade ¢ pureza da enzima, condigbes operacionais e estabilidade do sensor base.

a) Tipo de imobilizagao

O tipo de imobilizagio afeta consideravelmente a estabilidade de um biossensor. Um
biossensor com enzima em solugiio ¢ menos estavel do que imobilizada fisicamente e, menos

ainda do que imobilizada quimicamente.
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Os biossensores com enzimas imobilizadas por métodos quimicos sio mais estaveis,
apresentam um tempo de vida Util maior, porque as ligagées entre as enzimas e os supottes

sdo mais efetivas, reduzindo a lixiviagio da camada enzimatica.
b) Quantidade e pureza da enzima

A estabihdade aumenta com o aumento da camada enzimatica, aumentando, também,
o tempo de resposta. Muitas vezes, € vantajoso dispor de uma maior quantidade de enzima,

principalmente, quanto esta ndo for pura.

¢) Condi¢des operacionais

As condigOes operacionais otimas sio determinadas experimentalmente. Os fatores
estudados nesta otimizagdo sdo: concentragio de substrato, pH, temperatura, sistema

tampédo e forga 1dnica.

d) Estabilidade do sensor base

A estabilidade de um biossensor depende do sensor base utilizado,
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1V.4.2, Tempo de resposta

O tempo de resposta de um biossensor pode ser afetado por fatores quirnicos, fisicos

¢ instrumentais. Estes fatores sdo mostrados na Tabela 2.

Tabcla 2. Fatores que afetam o tempo de resposta de um biossensor.

Concentragio do substrato
Concentracdo de enzima

Fatores quimicos pH
Ativador (Cofator)
Inibndor
Temperatura
Fatores fisicos Espessura da camada enzimatica

Velocidade de agitagdo da solugio
Espessura e permeabilidade da membrana externa.

Fator instrumental Tempo de resposta do transdutor

1V.4.3. Seletividade

A seletividade de um biossensor € fungio da presenca de interferentes. Portanto, o

biossensor apresenta maior seletividade quanto menor for o efeito de interferentes.
As interferéncias em biossensores podem ser divididas em duas classes:
a) Interferéncia na reagdo do elemento bioldgico com o substrato.

b) Interferéncia no transdutor.



Capitulo V

BIOSSENSORES BASEADOS EM TECIDOS
ANIMAIS E VEGETAIS
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V.1. Introducio

Do ponto de vista histdrico, os biossensores baseados em tecidos foram introduzidos

apos o desenvolvimento de biossensores baseados em enzimas isoladas (33-55),

A estabilidade de uma enzima ¢, geralmente, o fator decisivo na determinacio do
tempo de vida de eletrodos enzimaticos. Fontes comerciais de enzimas sio utilizadas,
sempre que possivel, porque a purificagdo de enzimas ¢ tediosa e tecnicamente desafiante.

Por outro lado, o custo destas enzimas toma desfavoravel o seu uso.

Devido a estes fatores que limitam a utilizagdo de cletrodos enzimaticos tém havido
esforos para investigar biocatalisadores alternativos para serem utilizados na sua

construgao.

Uma grande variedade de fontes de tecidos animais e de plantas tem sido utilizadas,
com sucesso, como componente biocatalitico na construgdo destes biossensores (56-57).
Nestes materiais, como os componentes biologicos se mantém no seu microambiente

natural, permanecem estaveis por um tempo maior,
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V.2. Mecanismo de resposta de biossensores baseados em

tecidos

O mecanismo de resposta dos biossensores baseados em tecidos animais e de plantas
ainda ndo foi determinado. Entretanto, a determinacio do mecanismo de transporte

envolvido é importante para o desenvolvimento destes tecidos como reagentes analiticos.

De fato, nenhum estudo fundamental a respeito dos mecanismos de transporte de
moleculas de substrato e produto, dentro da camada biocatalitica da fatia de tecido &

encontrado na liferatura.

Varios modelos podem ser propostos para descrever a interagio entre substrato e

enzima na fatia de tecido (58). A Figura 10 mostra estes modelos.

1 1

I v
0 /
EXEXELD) /\0 0 0
(E XL (L} 0 a
EXE X o E E (tp B
e 0 o
0 \ b + energia

Figura 10. Representagio esquematica dos modelos propostos para a interagio substrato e
enzima. 0, Substrato, E, enzima ativa; e, tp, transporte de proteina.

O modelo I representa a situagdo em que as células da superficie externa da fatia de

tecido completamente destruido liberam a enzima na superficic do eletrodo. Com o
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envelhecimento do eletrodo ocorre a difusdo de fragmentos celulares para fora da superficie
do eletrodo, que expdem uma camada nova de células e, conseqlientemente produz nova
remessa de enzimas. Este modelo elimina as complicagdes da entrada de substrato dentro

das células.

A velocidade de liberagdio da enzima deve ser constante, consistente com a boa
reprodutibilidade dos biossensores baseados em tecidos ¢ deve ser lenta para assegurar

quantidade suficiente de enzima por periodos maiores.

O modelo II representa o caso das células imobilizadas se romperem permitindo uma
difusdo livre de moléculas de substrato e produto dentro e fora das células do tecido, mas,
ndo tdo completamente que a enzima possa difundir fora do eletrodo. O desenvolvimento
destes canais nas fatias de tecidos imobilizados pode ser devido a lavagem da camada de
enzima com agua ou pelo descongelamento de materiais dos tecidos previamente

congelados.

Os modelos IIT e TV representam os casos onde as células de tecidos imobilizados
permanecem intactas na superficie do eletrodo. O modelo III requer uma proteina de

transporte para auxiliar no transporte deste substrato através da membrana da célula.

O modelo IV requer além desta proteina de transporte, uma fonte de energia dentro
da célula de tecido para auxiliar no processo de transporte. A necessidade de uma fonte de
energia torna © modelo 1V pouco provavel porque a viabilidade de células nestes sistemas é

duvidosa.

Os mecanismos de transporte tem implicagdes importantes com respeito a

propriedades analiticas de biocatalisadores baseados em tecidos (14,58).

Durante alguns anos, os biossensores baseados em tecidos foram construidos
exclusivamente utilizando-se tecidos de animais, principalmente, mamiferos talvez porque se
assumia que tecidos de plantas tivessem nivels de atividade biocatalitica insuficientes para

este fim (54).
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As investigagdes sobre o uso de tecidos de plantas mostraram que estruturas
especializadas de plantas como folhas, flores e raiz, bem como, suas estruturas de
armazenagem dc nutrientes (frutos e sementes) possuiam atividade biocatalitica altamente

seletiva e, entdo , adequadas como biocatalisadores na construgiio de biossensores {59-69).
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V.3. Biossensores baseados em tecidos animais

A utilizagdo de partes intactas de tecidos animais como componente biocatalitico de
um biossensor foi inicialmente apresentado com a construgiio de um biossensor de arginina
por Rechnitz em 1978 (70). Uma fatia de figado bovino e uma aliquota de enzima urease

foram imobilizadas na superficie de um eletrodo sensivel 4 gas amdnia,

figado bovino
———

Arginina Uréia + Ornitina

Urdia —r%% o oNH: + CO,

Este primeiro eletrodo baseado em figado bovino tornou promissor o

desenvolvimento de varios biossensores baseados em tecidos animais (71,72).

Mascini € col. desenvolveram eletrodos baseados em figados de mamiferos como
fonte alternativa de catalase para determinagio de perdxido de hidrogénio (73). Foram
obtidos bons resultados e a facilidade de construgio do eletrode baseado em figado de boi
permitiu uma avaliagdo detalhada do desempenho deste eletrodo. Figado contém uma

grande quantidade de catalase que catalisa a reagéo;

Hy,O; —= 1/20; + IL,0

Uma fatia do figado de boi (espessura 0,1 mm) foi acoplada a um eletrodo de
oxigénio. As medidas da corrente foram feitas em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol.L”, pIl
6,8 a 25 °C. Este eletrodo mostrou ser menos sensivel a variagdes de pH, natureza do
tampido e temperatura que o eletrodo enzimatico (comercial) Isto talvez porque a catalase

seja protegida pelos constituintes do tecido contra variagdes externas.

O eletrodo baseado em figado de bol mostrou ser comparavel em relagio a
sensibilidade, tempo de resposta e superior em termos de estabilidade e tempo de vida do
que o eletrodo baseado em catalase comercial (E. C. 1.11.1.6) descrito por Aizawa €

col.(74).
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V.4. Biossensores baseados em tecidos de plantas

V.4.1.Biossensores baseados em flores

Os tecidos das flores oferecem propriedades atraentes como materiais biocataliticos
na constru¢do de biossensores. As fragrancias produzidas pelas flores indicam um alto nivel
localizado de atividade metabolica resultando em produtos volateis que podem ser
compativeis com eletrodos sensiveis a gases. Tais processos metabolicos sido
suficientemente rapidos, sensivels e seletivos entre diferentes espécies ou componentes

estruturais das flores que podem ser usados no desenvolvimento de biossensores.

Pétalas de flores de magnédlia (Magnolia grandiflora) foram utilizadas para a
construgio de um biossensor baseado em flores para determinagio de L-glutamina e L-
asparagina (75). [Estas pétalas foram fatiadas longitudinalmente para remover a casca
hidrofébica externa e, em seguida, preparou-se discos de 12 mm e com 0,1 - 0.4 mm de
espessura. Cada disco fol mantido diretamente na superficie de um eletrodo sensivel a gas

amdnia. Nenhuma membrana de suporte fo1 utilizada neste arranjo.

A pnncipal vantagem da utilizagdo de fatias de tecidos intactos de pétalas de flores
for uma redugéio significativa do tempo de resposta devido a eliminagio da membrana de
suporte na construgdo do biossensor. O biossensor baseado em fatia de pétala de flor de
magnolia apresentou tempo de resposta de 3 minutos a nivel de mmoles. L™ com espessura
de tecido de 0,1 mm. Os biossensores baseados em tecidos de plantas (54, 76)
apresentaram tempo de resposta na faixa de 10 a 20 minutos, com resposta sendo
determinada por passos difusionais através da estrutura tipo sanduiche da camada

biocatalitica e suas membranas de suporte.
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V.4.2.Biossensores baseados em folhas

Folhas de plantas apresentam um arranjo estrutural natural atraente para serem

utilizadas como membranas biocataliticas em biossensores.

As folhas possuem uma estntura de multicamadas que consiste de uma camada de
cera (cuticula) na superficie externa, uma camada de células epidérmicas, seguida de uma
terceira camada, o mesofilo esponjoso, diretamente abaixo da epiderme. FEste mesmo

arranjo se repete do outro lado da folha.

As cuticulas so hidrofobicas por natureza, mas, permitem a passagem de gases. A
troca de gases ocorre através de pequenas aberturas na superficie conhecida como
estomatos. A remogio da cuticula antes da fixagdo da folha permite o substrato difundir
dentro do mesofilo esponjoso. A camada do mésofilo esponjoso é a mais ativa nos

processos metabdlicos envolvendo gases.

Um biossensor baseado em folhas de pepino (Cucumis satuvis, C. V. Burpee Hybrid)
que possul atividade de L-cisteina dissulfidrase foi proposto para determinagido de L-cisteina
por Smit e Rechnitz (76). A cuticula da folha de pepino foi removida mecanicamente da
camada de epiderme superior ou inferior ¢ fixa na superficie de um eletrodo sensivel a gas

amomnia com a camada do meséfilo esponjoso em contato com a amostra.

V.4.3.Biossensores baseados em raizes

Tecido de beterraba (Beta vulgaris altissima), que contém atividade da enzima
tirosinase, foi proposto como biocatalisador na determinagdo de tirosina por Schubert ¢
colaboradores (77). Fatias com espessura de 100 pm foram cortadas da parte interna da
beterraba. Esta fatia foi acoplada na ponta de um eletrodo de oxigénio com uma membrana

de didlise e presa por um anel de borracha.
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O eletrodo baseado em tecido de beterraba foi estavel a temperatura ambiente e nio
apresentou larga faixa de pH de 5,0 2 8,0. O tempo de resposta variou entre 5 e 10 minutos
dependendo do tempo de operagdo do eletrodo. A faixa de concentragio de tirosina
determinada pelo biossensor proposto foi de 0,03 a 0,9 mmolL”. O tempo de vida deste

biossensor foi de 8 dias.

V.4.4.Biossensores baseados em sementes

O uso de sementes de alface, como fonte de catalase, foi proposto para determinagio
de peroxido de hidrogénio por Fang e colaborados (78). 10 mg de semente de alface em po
foram espathadas sobre uma membrana de teflon e cobertas com uma membrana de acetato
de celulose. Esta membrana biocatalitica foi acoplada a um eletrodo de oxigénio e fixa por

um anel de borracha.

O biossensor baseado em semente de alface apresentou um tempo de resposta de 2
minutos, com boa reprodutibilidade e estabilidade e, ainda, pode ser estocado a temperatura

ambiente.

V.4.5. Biossensores baseados em frutas

O uso do tecido de uva Thompson (Vitis vinifera) como fonte de catalase foi
proposto para a determina¢do de peroxido hidrogénio por Wijesuriya e colaboradores (79).
Uma fatia do tecido de uva com espessura de 0,5 mm foi acoplado a um eletrodo de
‘oxigénio por uma rede de nylon e um anel de borracha. O tempo de resposta foi de 1
minuto, que ¢ comparavel aos eletrodos baseados em enzimas para determinagiio de
peroxido de hidrogénio ja citados {73, 74). O eletrodo baseado em tecido de uva mostrou

excelente estabilidade a vanagdes de pH (5,5 a 8,5) que é melhor do que dos eletrodos



Capitulo V 50

enzimaticos de catalase (E. C. 1.11.1.6) (73, 80). A resposta deste eletrodo foi linear por

mais de uma década de concentragio de peroxido de hidrogénio.

O tempo de vida do eletrodo baseado em tecido de uva foi melhor do que o eletrodo
baseado em tecido ammal ¢ o de catalasc comercial imobilizada para determinagio de

peroxido de hidrogénio (73, 74).
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CONSTRUCAO DE UM BIOSSENSOR BASEADO NO
EXTRATO ENZIMATICO DE BESOUROS
BOMBARDEIROS

(Pheropsophus aequinoctialis)
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VL.1. Introducéo

VI.1.1. Besouros bombardeiros

A ordem dos coledpteros compreende os insetos conhecidos por besouros que se
distinguem facilmente pela presenca dos élitros. S#o insetos de tamanho bastante variado,
desde minusculos insetos de fragbes de milimetro, ate os de porte maior, atingindo 200 mm

de corpo.

A teoria da evolugdo argumenta que as espécies amimais evitam ser capturadas por
predadores. Como nem sempre a fuga € possivel, a vitima deve ter uma variedade de
opgdes de defesa disponiveis. De fato, os artrépodes apresentam uma diversidade rica de

sistemas de defesa.

Os compostos de defesa dos artropodes sdo derivados de fontes glandulares e nio
glandulares. Estas fontes podem ser convenientemente classificadas pela sua localizagio no
corpo e pela sua morfologia funcional global. Para metade da ordem de artropodes, a forma
mais comum de defesa ao ataque predatério ¢ a defesa quimica, sendo a de origem

glandular, uma defesa que é particularmente bem desenvolvida nos coleopteros (81, 82).

As anilises dos arsenais de defesa quimica destes artropodes tem mostrado que eles
podem ser considerados quimicos de produtos naturais por exceléncia. O grande numero de
compostos identificados na secregdo defensiva destes animais enfatiza que a exocrinologia
dos insetos é um campo altamente distinto da bioquimica. Embora a biossintese de muitos
destes produtos n3o tenha sido elucidada, a presenga de compostos tio diversos quanto
alcaloides e sulfito de alquila, sugere que muitos novos caminhos metabolicos destes
invertebrados sejam acompanhados por especializagdes morfologicas que garantem que os
compostos potencialmente toxicos gerados estejam isolados dos tecidos sensiveis destes

insetos.  Esta combinagio de idiossincrasias biossintéticas e morfologicas ¢ uma
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insetos.  Esta combinagdio de idiossincrasias biossintéticas e morfologicas ¢ uma

caracteristica da defesa quimica de insetos.

Um dos mecanismos de defesa mais notaveis dos artrépodes € apresentado pelos
besouros bombardeiros (Ordem dos Coledpteros, Familia dos Carabideos, Géneros
Brachinus, Metrius, Pheropsophus, Ozaena, Phatycerozaena, Goniotropis, Physia,

Homopterus).

Os besouros bombardeiros sio, geralmente, encontrados no solo e se mostram mais

ativos durante a noite ou ao crepusculo.

A sua forma de defesa € peculiar porque enquanto a grande maioria dos mnsetos
armazena o material repelente na forma de produto acabado, nos besouros bombardeiros os

substratos sdo convertidos nos produtos ativos no momento do ataque predatério.

No Brasil foram encontrados, o Pachyteles, no Mato Grosso e o Pheropsophus, em
Santarém, no Estado do Pard, onde vivem em solos arenosos adjacentes a capinzais e em
Areia, no Estado da Paraiba e em S3o Paulo de Potengi no Estado do Rio Grande do Norte
nas proximidades de agudes ou de pequenos riachos. Cabe acrescentar a esses géneros, os

demais citados anteriormente que estdo, também, presentes em nosso territdrio.

Na Europa, foram encontrados as espécies Brachinus explodens e Brachinus
crepitans nas pedras das regides montanhosas da Franga e da Francénia, na Alemanha (83-

86).

O sistema de defesa dos besouros bombardeiros é formado por um par de estruturas
" que ocupa porgéo consideravel de seu abddmen. Cada uma delas comporta um reservatério
que contém uma solugdo aquosa de hidroquinona ¢ 4gua oxigenada. Os reagentes estio
presentes no reservatorio em conceniragbes elevadas: hidroquinona a 10 % e agua
oxigenada a 25 %. Estes reservatorios sdo transparentes e envoltos por uma fina camada

muscular. Internamente, por razdes de natureza estrutural, sio compartimentados com
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tecido quitinoso, um tecido rigido que forma uma espécie de exoesqueleto nestes

artropodes

Sob o controle de um musculo altamente especializado, o conteiido destes
reservatorios € comprimido em diregdo a uma cimara de reagdo situada um pouco abaixo,
onde ¢ transformado pela agdo das enzimas catalase e peroxidase, secretadas por tecidos
adjacentes. O musculo que regula o acesso de substrato a cAmara de reagio ¢ controlador
efetivo da extenséo da reagdo e, ainda, permite ao inseto borrifar varios jatos seguidos, bem
como, pulsar cada um em sequiéncias muito rapidas (85, 87-90).

Uma representagdo esquematica do sistema de defesa de um besouro bombardeiro ¢

mostrada na Figura 11.

MUSCULO
CAMARA DE REACAU

RESERVATORIO

LOBULO

GLANDULA DA ENZIMA

CAMARA DE REACAC
MUSCULO

VALVTLA

R=H;CHy O+ +HO

0
Figura 11. Representagio esquematica do sistema de defesa de um besouro bombardeiro.
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Na camara de reacdo, a catalase decompde a agua oxigenada em agua e oxigénio,
enquanto que, a peroxidase catalisa a reagdio de oxidagdo que transforma hidroquinona na
quinona correspondente. A Figura 12 mostra as reagdes do sistema de defesa dos besouros

bombardeiros e os respectivos catalisadores.

H,0, _ catalase HO + 120,

eroxidase

OH 0

Figura 12. ReagBes do sistema de defesa dos besouros bombardeiros ¢ os respectivos

catalisadores.

Os produtos da reagdo sdo expelidos por um par de dutos revestidos de quitina sob
pressdo de oxigénio e do vapor d’agua. A formagio de quinonas ¢ acompanhada pela
liberagao de calor e o jaio € langado a uma temperatura espantosamente alta de 100 °C,
Estc jato ¢ um dissuasivo efetivo a predadores, visivel como uma névoa fina, e
acompanhado de uma explosdo audivel da qual originou o nome de besouros bombardeiros.
Estes besouros apontam seu jato com precisdo na dire¢io do inimigo através da rotagio da

extremidade de seu abdémen, atingindo um arco equivalente a meio hemisfério (91-94),
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A Figura 13, ilustra o disparo do jato dos besouros bombardeiros.

Figura 13. Disparo do jato de um besouro bombardeiro.

As reagdes catalisadas na camara de reacdo sdo fortemente exotérmicas, sendo que a
reagdo de decomposigdo da agua oxigenada pela catalase produz 49.000 calorias por mol e a
reagdo de oxidagdo catalisada pela peroxidase produz 23.500 calorias por mol. O conteudo
de calor do material langado € estimado em 0,2 calorias por miligrama de solugdo. Esta
quantidade de calor liberada € suficiente para que o material seja langado a temperaturas
proximas de 100 °C, bem como, para vaporizar 30 % da agua de maneira que, parte das

quinonas € obtida em estado gasoso (85, 92).
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Os besouros bombardeiros podem ser criados em cativeiro com relativa facilidade.
O besouro Pheropsophus aequinoctialis, presente na América Central e do Sul, ¢ uma
espécte maior do que as européias e as norte americanas, tem 2,5 cm de comprimento.
Estes besouros foram alojados em caixas forradas com uma camada de terra arenosa e
alimentados com flocos de aveia e pedagos da larva de Tenebrio Molitor ou de mosca
doméstica. A criagdo destes besouros pelo Prof Klaus Zinner, do Instituto de Quimica da

Universidade de S3o Paulo (IQ/USP), possibilitou o desenvolvimento de um biossensor.

VI.1.2. Objetivo

O objetivo deste trabalho consiste na construgio de um biossensor baseado no
extrato enzimatico dos besouros bombardeiros (Pheropsophus aequinoctialis) para
determinagdo de peroxido de hidrogénio. A imobilizagdo das enzimas catalase e peroxidase
presentes no jato langado pelos besouros € feita em uma membrana de colageno utilizando-

se o glutaraldeido para formagio da ligagio covalente cruzada.,
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V1.2. Parte experimental

VL.2.1 Aparelhagem
O eletrodo de oxigénio tipo Clark utilizado (Tipo QP 9343-8, Radelkis) consiste de
um catodo de platina, de 20 pum de didmetro, um &nodo de prata-cloreto de prata e o

eletrolito de preenchimento é uma solugdo tampio contendo ions cloreto.
A membrana sensivel a gas utilizada foi de teflon (espessura 12 um, Radelkis).

Este conjunto ¢ acoplado a um aparelho para determinagio de pO, - pCO; (Tipo OP
925-2, Radelkis) para medidas da pressdo parcial de oxigénio, em mmHg. Estas medidas
foram feitas em uma célula termostatizada por um banho (Modelo Q 214-2, Quimis) com

agita¢do (Modelo PC 351, Corning).

VI1.2.2. Imobilizacio das enzimas

O extrato enzimatico foi obtido apertando-se o abddmen dos besouros

bombardeiros, criados em cativeiros pelo Prof. Klaus Zinner (USP/SP).

A imobilizagio do extrato enzimatico do besouro bombardeiro, contendo as enzimas
catalase e peroxidase, foi feita em uma membrana de colageno (4 x 1 ¢m e espessura 0,02

mm) fornecida pela Johnson & Johnson.

Nesta membrana de colageno colocou-se 100 uL do extrato enzimético, juntou-se 20
ul. de sorcalbumina bovina 17,5 % em soluglio tampdo fosfato 0,1 molL”, pH 7,0 e
misturou-se com um bastdo fino. Em seguida, juntou-se 20 pL de glutaraldeido 25 % e,
misturou-se novamente. Deixou-se em dessecador por 30 minutos e, depois guardou-se em

refrigerador, por uma noite.
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No dia seguinte, lavou-se a membrana com solugéio de glicina 0,1 mol. L™ para retirar
0 excesso de glutaraldeido e, acoplou-se ao eletrodo de oxigénio. Este biossensor foi

guardado no refrigerador quando nio em uso.

VI1.2.3. Constru¢do do biossensor

O biossensor foi construido acoplando-se lateraimente a membrana de colageno,
contendo as enzimas imobilizadas, a um eletrodo de oxigénio. Esta membrana biocatalitica
foi presa ao eletrodo através de uma rede de nylon e um anel de borracha, como mostra a
Figura 14,

Plug para acopinr uo

aparelho de pD+
(OP 925-2, Radelkis)

Encaixe

Membrana Rede de
de teflon
oylon
AgfapCl
o O rtacha
Platin:
1
ELETRODO DE OXIGENIO

{OP 9343-S, Radelkis)
Membrana biocatalitica

BIOSSENSOR

Figura 14. Construgio do biossensor baseado no extrato enzimatico de besouros

boembardeiros.
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VI1.2.4. Procedimento

As medidas amperométricas foram feitas merguthando-se o biossensor em uma célula

de vidro com tampa contendo 5,0 mL de solugfo fosfato 1/15 mol. L', pH 5,5.

A célula de medida foi termostatizada a 30,0 °C e a solugio tampdo fosfato
desaerada com nitrogénio. Em seguida, juntou-se 50 uL da solucdo de peroxido de
hidrogénio 0,1 molL" e mediu-se a variagio de pressdo parcial de oxigénio apos 10

minutos. Estas medidas foram realizadas sob agitagiio magnética constante.

A solugiio de peroxido de hidrogénio 0,1 molL" foi preparada a partir de uma
solugdo de H,0» 30 %. Esta solugdo foi padronizada com solugdo padrio de permanganato

de potassio por titulagdio.
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VI1.3. Resultados e Discussio

A fim de se obter o melhor desempenho do biossensor baseado no extrato enzimatico

de besouros bombardeiros foram estudados os seguintes parimetros:

VL3.1. Efeito da quantidade de extrato enzimatico imobilizado

A Figura 15 mostra o efeito da quantidade de extrato enzimatico imobilizado na
membrana de coliageno sobre a resposta do biossensor construido. De acordo com esta

Figura, a resposta deste biossensor é dependente da quantidade de extrato enzimatico
imobilizado.

ApQ, (mm Hg)

0 1 I I I
0.0 0.5 1.0 15 20 25

Concentragdo H,Q, (mmol L)

Figura 15: Efeito da quantidade de extrato enzimatico imobilizado em membrana de

colageno. M50 pL; @100 pl; A150 ul; ¥200 L.

A variagdo da pressao parcial de oxigénio para um volume de 50 pL de extrato

enzimatico mmobilizado foi pequena quando comparada com os volumes de 100, 150 e 200
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uL. A sensibilidade foi aumentada por uma década de concentragio, porém, a imobilizagio
de volumes maiores ¢ dificultada devido 4 estreita membrana utilizada.
A 1mmnobilizagdo de 100 pL de extrato enzimatico em membrana de coligeno

utilizando o glutaraldeido foi adotado para a realizagdio dos estudos para o biossensor

construido.
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VL.3.2. Efeito do pH

A Figura 16 mostra a influéncia do pH sobre a resposta do biossensor baseado no
extrato dos besouros bombardeiros. A faixa de pH estudada foi de 4,0 a 7,9, preparada a

partir de solugdes de fosfato de sodio e de fosfato de potassio 1/15 mol L™,

24
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Figura 16. Efeito de pH sobre a resposta do biossensor. Temperatura: 30,0 °C. [Hy0s] =
1,0x 107 mol L.

As solugdes fosfato 1/15 mol L' nos respectivos pHs foram termostatizadas a 30,0
°C. A concentragio de peroxido de hidrogénio presente foi de 1,0x10”" mol L™
Como pode ser observado nesta Figura 16, a resposta maxima deste biossensor foi

obtida em pH 5.5, Conseqiientemente, todos os estudos foram realizados neste pH.
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VI1.3.3. Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a resposta do biossensor proposto foi estudado

variando-se de 15,0 a 32,0 °C, como mostra a Figura 17.

A célula contendo 5,0 mL de solugio tampdo fosfato 1/15 molL”, pH 5,5 foi
termostatizada na temperatura em estudo e, desaerada com nitrogénio. A concentragio de -

peréxido de hidrogénio presente foi 1,0x10™ mol.L™",

24| —e

1Bl

Ap0, {mm Hg)

14 /

15 .4 % X 35

Temperatura (°C)

Figura 17. Efeito da Temperatura sobre a resposta do biossensor. [H,0,] =1,0 x 107

mol L™ ¢ solugio tampaio fostato 1/15 mol. L', pH 5.5,

A resposta maxima deste biossensor foi obtida nas temperaturas de 30,0 e 32,0 °C,

sendo que a atividade enzimatica € reduzida para temperaturas inferiores.

Apesar da possibilidade de se utilizar estas enzimas a temperaturas muito altas (85,

91), ha uma limitagdo do eletrodo de oxigénio que acima de 34,0 °C leva a formacio de
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vapor d’agua. De fato, as medidas da variagfio da pressdo parcial de oxigénio realizadas
com o biossensor baseado no extrato enzimatico de besouros bombardeiros em céluia

termostatizada a 34,0 °C, niio apresentaram respostas reprodutiveis.
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V1.3.4. Curva de calibragio de peréxido de hidrogénio

A curva de calibragio de peroxido de hidrogénio, pressdo parcial de oxigénio em

relagdo a concentragdo de H,O,, esta apresentada na Figura 18.

30

30

ApQ, (mm Hg)

10

t I 1 I
0.0 .5 1.0 1.5 2.0 25

Concentragdo H,0, (mmol LY

Figura 18. Curva de calibragido de perdxido de hidrogénio. Solugdo tampdo fosfato 1/15

mol. L', pH 5.5; Temperatura, 30,0 °C.

Estes resultados foram obtidos utilizando-se uma célula termostatizada a 30,0 °C,
contendo 5,0 mL de solugio tamp#o fosfato 1/15 molL", pH 5,5. Apés a desaeragio do
oxigénio dissolvido nesta solugdo, adicionou-se solugdo de peroxido de hidrogénio. As
lerturas da variagdo da pressfo parcial de oxigénio foram realizadas apos 10 minutos.

A membrana biocatalitica continha 100 pl de extrato enzimatico imobilizado em

membrana de colageno.
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A resposta do biossensor baseado no liquido ejetado pelos besouros bombardeiros

foi linear na faixa de 2,0x10™ a 2,0x10™ mol.L™" de H,0; e pode ser descrita pela equagio:
y=16,6 (£0,2)x + 8,7 (£0,3) r=10,9996

onde y ¢ a variagio da pressdo parcial de oxigénio em mmHg e x € a concentragdo de

peroxido de hidrogénio em mol. L™,

A estimativa do desvio padrio relativo para 6 medidas a 1,1 x 10° mol L™ de H,0;

foi de 2,0 %.
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V1.3.5. Determinacdo da constante de Michaelis-Menten aparente
A constante de Michaelis-Menten (K,,) para enzimas imobilizadas é denominada de

constante de Michaelis-Menten aparente (K., ). Esta constante indica a afinidade relativa de
substratos para uma determinada enzima. A Figura 19 mostra a determinacio de Km’ para
o0 biossensor bascado no extrato enzimético dos besouros bombardeiros. O valor do Km’

obtido € 1,2 mmol 1" ¢, pode ser descrita pela equagdo;

y=228(%1,5)x + 19,4(£2,0) r=0,9977

[ApQO, tx 100
g

T T T T T
-1.0 05 Q.0 05 10 1.5 20

[H,0,1" mmol.L"™

Figura 19. Determinagido de K,,” para o biossensor baseado no extrato enzimatico dos

besouros bombardeiros
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V1.3.6. Efeito de interferentes
O estudo da interferéncia de hidroquinona, catecol e dopamina sobre a resposta do

biossensor baseado na imobilizagio do extrato de besouro bombardeiro é apresentado na
Figura 20. Na reagdo de oxidagdo destes interferentes com peroxido de hidrogénio
catalisada pela peroxidase ocorre um decréscimo na ApQO,, enquanto que, na reagcio de
peroxido de lidrogénio catalisada pela catalase, ha formagdo de pressdo parcial de oxigénio.
A hidroquinona mostrou um ¢feito maior como esperado, ja que a hidroquinona € substrato
de peroxidase presente na fonte utilizada.

Os testes realizados com este biossensor na presenca de cobre, ferro, manganéz,
mercurio, sulfito, cianeto, fluoreto, entre outros, ndo apresentaram interferéncia nesta

determinagio.

ApO, (mm Hg)

T T T ) T
0] z2 4 6 8 10

Concentragdo de Interferente (mmol L'l)

Figura 20: Efeito de interferentes sobre a resposta do biossensor. Temperatura: 30 °C.

BHidroquinona, ®Catecol; ADopamina
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VI1.3.7. Efeito de envelhecimento do extrato enzimitico

Em geral, as enzimas requerem cuidados na sua conservagio. Para checar a
atividade enzimatica foi utilizado um extrato enzimatico guardado em um freezer durante

oito meses.

A imobilizagéo de 100 mL deste extrato foi feita em esponja de colageno. Juntou-se
20 mL de solugdo de soroalbumina bovina 17,5 % em solugio tampio fosfato 0,1 mol L,
pH 7,0, Misturou-se com bastdo fino. Em seguida, juntou-se 20 mL de glutaraldeido 25 %
¢, misturou-s¢ novamente. Deixou-se em dessecador por 30 minutos e, depois foi guardado

em refrigerador por uma noite.

No dia seguinte, lavou-se a membrana com solugdo de glicina 0,1 mol L™ para
remover o excesso de glutaraldeido. Esta membrana biocatalitica foi acoplada ao eletrodo

de oxigénio

0 mesmo procedimento de imobilizagdo fo1 utilizado para obter uma membrana com

extrato enzimatico novo.

As medidas da variagio da pressdo parcial de oxigénio foram feitas em uma célula
contendo 5,0 mL de solugdo tampdo fosfato 1/15 mol L', pH 5,5, desaerada com nitrogénio
e, termostatizada a 30,0 °C em um banho. Adicionou-se 50 mL de solucio de peroxido de

hidrogénio 0,1122 mol L™.

Os resultados obtidos para cada biossensor em fungdo do tempo estdo apresentados
na Tabela 3. Pelos dados desta Tabela, pode-se concluir que ndo ha diferenga significativa
entre os dois biossensores propostos, permitindo ¢ armazenamento do extrato enzimatico

pelo menos até oito meses.
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Tabela 3: Efeito do envelhecimento do extrato enzimatico do besouro bombardeiro. [H,0,] =
1,1 x 10° molL"'  Temperatura, 30,0 °C.

Tempo (min) ApO, (mm Hg)
Extrato Novo Extrato Velho®
1 10,5 10,5
2 18,5 17,5
3 25 23,5
4 29 27
5 32,5 30
6 35 34
7 36,5 36
8 37.5 38
9 38,5 395
10 40,5 41
11 4] 425
12 42 43,5
i3 425 44
14 43 445
15 435 45

a: & meses
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V1.4. Conclusao

0 jato langado pelos besouros bombardeiros (Pheropsophus aequinoctialis) na
defesa contra predadores possibilitou a construgdo de um biossensor amperomeétrico para

deterrminacdo de peroxido de mdrogénio

A 1mobilizagdo do extrato enzimatico com glutaraldeido mostrou-se bastante

adequada, considerando-s¢ que foi utilizado material enzimatico sem qualquer purificagéo.

O biossensor baseado no extrato enzimatico dos besouros bombardeiros apresentou
resposta linear na faixa de concentragdo de 2.0x10™ - 2,0x10™ molL™" de peréxido de
hidrogénio. Esta faixa linear € supenor aquela obtida por Alzawa ¢ colaboradores (74) que
empregaram catalase comercial. O biosensor proposto demonstrou boa seletividade,
comparavel com aqueles descritos na literatura, que empregam enzimas purificadas ou
fontes alternativas (73, 80). O tempo de resposta foi de dez minutos e foi possivel realizar
cingilenta analises sem perda de atividade.

Um dos fatores hmitantes no manuseio de enzimas ¢ a temperatura.  Geralmente, as
enzimas sofrem desnaturagio a temperaturas elevadas E importante salientar que as
enzimas, catalase e peroxidase, presentes no jato langado pelos besouros bombardeiros
resistem & temperaturas bastante altas (cerca de 100 °C). Neste caso, a limitagdo esta no
eletrodo de oxigénio pela formagio de vapor d’agua a temperaturas acima de 34,0 °C. Este
fato podera ensejar a utilizagio destas enzimas em analises por outras metodologias, com o
espectrofotometria, que permite trabalhar em temperaturas mais elevadas.

Qutro aspecto relevante é a possibilidade de utilizagdo deste biossensor sem a
necessidade do emprego de conservantes, indispensavel no caso de alguns trabathos

encontrados na literatura (73).

Finalmente, vale ressaltar que este biossensor parece ser o primeiro bascado em

materiais de insetos.
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CONSTRUCAQO DE UM BIOSSENSOR BASEADO
NO TECIDO DE PINHAO

(Araucaria angustifolia)
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VIL1. Introducio

VII.1.1 Pinheiros do Parana

As coniferas constituem a maior e a mais significativa classe de gimnospermas Neste
grupo incluem-se a mais alta das plantas vasculares, a Sequoia sempervirens, encontrada na
costa da California com até 117 metros de altura e didmetro maior que 11 metros e,

também, os pinheiros.

A distribuigdo geografica das coniferas é muito vasta. Em muitas regides , formam
matas continuas, de grande importincia econdmica, dando aspecto caracteristico a regido.
Geralmente, habitam as zonas temperadas ¢ na zona tropical sio limitadas ao alto das

montanhas,

O hemisfério norte ¢ mais rico em espécies do que o sul. E interessante notar que a
América do Norte e a Europa nfio possuem espécies nativas em comum. As piniceas sdo
exclusivas do Norte e as araucariaceas do Sul. Podocarpaceas e taxodidceas sdo
encontradas em ambos os hemisférios. Muitas espécies tem valor ornamental e silvicultural

tdo grande que estdo sendo plantadas em grande escala,

A familia das Araucariaceas é composta de dois géneros, a Araucaria e a Agathis A

Araucaria tem duas espécies na América do Sul e duas na Australia ().

a) Araucaria angustifolia - também conhecida como Araucaria brasiliensis, ocorre no Sul

do Brasil e na Argentina.

b) Araucaria araucana - também conhecida como Araucaria do Chile, ocorre no Sul do

Chile e na Argentina.
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¢) Araucaria excelsa - também conhecida como Araucaria da Ilha de Norfolk, encontrada
na Australia. As folhas desta Aracauria s3o estreitas e menos pontiagudas e duras que as

do pinheiro brasileiro.

d) Araucaria bidwillii - também conhecida como Araucaria da Australia. Apresenta
contornos perfeitamente piramidais ¢ suas folhas sdo semelhantes com as do pinheiro

brasileiro.

O outro género, Agathis (Damara) ¢, também, nativa da Australia. Caracteriza-se

pelas folhas lanceoladas ¢ largas (96, 97).

A Araucaria angustifolia é comumente encontrada em Curitiba no Estado do

Parana. Conseqientemente sdo denominados de Pinheiros do Parana.

Os pinheiros do Parana s3o arvores de grande porte, de folhas lanceoladas, ovadas,
aciculares e subuladas em disposigo espiralada. O tronco é lenhoso ¢ tem um cixo principal
com ramificagbes verticiladas. A raiz primaria ¢ persistente, desce profundamente no soto
acompanhada de varias ramificagdes de raizes secundarias. As flores sdo sempre unissexuais

diclinas.

Os cones masculinos sio compostos de numerosos microsporofilos e cada
microspordfilo tem forma de escamas e transporta 8 microsporngios alongados que se

abrem por fendas longitudinais.

Os cones femminos s&o, geralmente, formados por numerosos macrospordfilos e
cada macrosporéfilo tem forma de escamas um pouco maiores e sdo sustentadas por

escamas protetoras. Em cada macrosporofile ha um évulo na face dorsal.

No processo de polinizagio, que ocorre na primavera, o embrifio ¢ impelido para os
tecidos do endosperma por um 6rgdo especial, denominado suspensor. O embrido ¢
constituido por dois cotilédones, caule, raiz ¢ suspensor. A raiz prende o embrido ao

SUSPENSOr,
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Durante a formagio do embrido, a casca da semente, 0s macrosporofilos e as
escamas protetoras endurecem e se lignificam formando um grande cone maduro. Este cone
€ composto por unidades isoladas denormnadas de pinhdo, que sio comestivets (98, 99). A

Figura 21 ilustra o pinheiro do Parana (Aracauria angustifolia).

(d) (e)

Figura 21. Araucaria angustifolia {a) Pinheiro do Parani, (b} Galho com cones masculinos,
(c) Cones novos femininos, (d) Semente (pinhdo), (e) Corte longitudinal de uma

semente.
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VIL.1.2. Objetive

O objetivo deste trabalho consiste em utilizar tecido de origem vegetal como uma

alternativa as enzimas isoladas ¢/ou imobilizadas, na construcio de biossensores.

Uma fatia do tecido de pinhdo (Araucaria angustifolia) foi utilizada como fonte de

catalase na construgdo de um biossensor para determinagio de peroxido de hidrogénio.
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VIL2, Parte experimental

VIL2.1. Aparelhagem

A aparelhagem utilizada ¢ a mesma descrila anteriormente, item V1.2, 1., pagina 59.

V1I.2.2. Construgio do biossensor

O biossensor baseado no tecido de pinhdo for construido acoplando-se uma fatia fina

de tecido de pinhdo na extremidade de eletrodo de oxigénio, como mostra a Figura 23.

Plug para acoplar a0

aparelho de pO-
(0P 925-2, Radelkix)

Encalxe

Membrana
de teflon

Rede de

/ nylon
Ag/AgCl

TIRLIR I TR IETLEUTHBHIHT

Anel de
O O borracha
Platina
1
ELETRODO DE OXIGENIO
Falis de pinhao (OP 9343-S, Radelkis)

BIOSSENSOR

Figura 22. Construgio do biossensor baseado no tecido de pinhdo
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O pinhio foi comprado em supermercado local, descascado e cortado em fatias finas
(espessura 1 mm, diametro 12mm} com auxilio de um estilete. O seu miolo foi retitado. O

tecido de pmhao foi lavado em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol. L', pH 7,0, por uma hora.
p

A fatia de pinhdo foi presa na ponta do eletrodo de oxigénio com uma rede de nylon

e um anel de borracha.

VIL.2.3. Procedimento

As medidas amperomeétricas foram feitas merpulhando-se o biossensor baseado no
tecido de pinhdo em uma célula de acrilico com tampa contendo 1,0 mL de solugio tampio

fosfato 0,1 mol.L™", pH 7,0.

A celula de medida foi termostatizada a 30,0 °C e a solugio tampdo fosfato
desaerada com nitrogénio. Em seguida, juntou-se solugio de perdxido de hidrogénio e,

mediu-se a variagdo da pressio parcial de oxigénio.

Estas medidas foram realizadas sob agitagio magnética constante.
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VIIL.3. Resultados e Discusséio

A fim de se obter o melhor desempenho do biossensor baseado no tecido de pinhdo

foram estudados os seguintes parimetros:

VIL.3.1. Efeito do pH
A Figura 23 mostra a influéncia do pH no tecido de pinhdo. A faixa de pH estudada

foi de 4,5 a 8,5, preparada a partir de solugdes de fosfato de sodio dibasico e de fosfato de

potéssio monobasico 1/15 mol.L™.

140

1204

pH

Figura 23, Efeito de pH sobre a resposta do biossensor. Temperatura: 30.0 °C. [H,0,] =173 x
10° mol L™

As solugdes tampdo fosfato nos respectivos pHs foram termostatizadas a 30,0 °C.

Apos a desaeragdo com nitrogénio, juntou-se 100 pL de solugio de peréxido de hidrogénio

0,0140 mol.L”. Desta forma, a concentragio de H,0, presente foi de 1,3 x 107" mol L.

Como pode ser observado nesta Figura, a resposta maxima deste biossensor foi

obtida em pH 7,0. Conseqiientemente, todos os estudos foram realizados neste pH.
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VIL.3.2. Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a resposta do biossensor baseado no tecido de pinhio

foi investigado variando-se de 15,0 2 32,0 °C.

A célula contendo 1,0 mL de solugdo tampdo fosfato 0,1 molL"', pH 7,0 foi
termostatizada na temperatura em estudo através de banho  Apos a desaeragdo, foi

adicionada 100 uL da solugio de peroxido de hidrogénio 0,0103 mol. L™,

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados na Figura 24 A Figura

mostra a resposta maxima do biossensor nas temperaturas de 30,0 a 32,0 °C.

120 -

100 4

B0

ApO, (mm Hg)

40 T T T T
13 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Figura 24. Efeito da temperatura na resposta do biossensor baseado no tecido do pinhio.

Solugdo tampiéo fosfato 0,1 mol.L”, pH 7,0 [H,0,] = 0,9 x 10°mol L.
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VIL3.3. Curva de calibracio de peroxido de hidrogénio

A curva de calibragio de perdxido de hidrogénio obtida utilizando-se o biossensor

baseado no tecido de pinhdo esta apresentada na Figura 25.

300 -

250 |- s
'/

150 |- ./_,..

ApO, {(mm Hg)

100 b .

0 =

a 1 [ 1 1 ]
0.0 058 1.0 1.5 2.0 25

Concentragdo H,O, (mmol L'l)
Figura 25. Curva de calibragéo de peroxido de hidrogénio. Solugio tampao fosfato 0,1
mol L™; pH 7,0, Temperatura 30,0°C.

Estes resultados foram obtidos merguthando-se o biossensor em 1,0 ml de solugdo
tamp3o fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0, em uma célula termostatizada 4 30,0 °C, sob agitagiio
magnética constante. A solugdo tampio fosfato foi desaerada com nitrogénio antes da
adi¢io da solugio de perdxido de hidrogénio.

A resposta do biossensor foi linear na faixa de concentragdo de 2,5 x 10 - 2,5 x 107
mol.L"! de peroxido de hidrogénio ¢, pode ser descrita pela equagio:

y =109,5(£1,2)x +23,1(+ 17) r=0,9997
onde y € a variacdo da pressdo parcial de hidrogénio em mmHg e x é a concentracio de
peroxido de hidrogénio em mol L™

A estimativa do desvio padrio relativo para 6 medidas 2 1,2 x 10™ mol L de H,0,
foi de 1,8 %.
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VIL.3.4. Curva de calibracio de peréxido de hidrogénio (em unidades de
corrente)

A medida do potencial do biossensor baseado no tecido de pinhic foi feita
utilizando-se o adaptador de glicose (tipo OP 960, Radelkis) acoplado a um potencidmetro
(tipo OP 271, Radelkis).

Estas medidas foram feitas em uma célula contendo 1,0 mL de solugio tampdo
fosfato 0,1 molL", pH 7,0 sob agitagio constante ¢ termostatizada a 30,0 °C. Apos a

desaerag@o com nitrogénio foi adicionada solugdo de perdxido de hidrogénio.

A conversdo de potencial para corrente foi feita da seguinte maneira; 8,3 mV de
potencial corresponde a 1 x 10° A de corrente ( 100). Estes resultados estdo apresentados

na Figura 26.
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Concentragiio H,0, (mmol L™)

Figura 26. Curva de calibragio de perdxido de hidrogénio (em unidades de corrente).

Tampdo fosfato 0,1 mol.L™, pH 7,0; Temperatura:30,0 °C.
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Como pode ser visto nesta Figura, a faixa linear em unidades de corrente,

corresponde aquela obtida nas medidas da pressdo parcial de oxigénio.

A equagdo representativa é:
y =2,8(0,1)x + 4,5(+0,1) r=0,9993
Vale ressaltar que, o adaptador de glicose sendo portatil ¢ o potencidmetro

disponivel na maioria dos laboratorios, ao contrario do aparelho de medida pO; - pCO;,

facilitam a realizagdo das medidas.
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VI1.3.5.Determinac¢io da constante de Michaelis-Menten aparente

A constante de Michaelis-Menten estabelece um valor aproximado para o nivel
intracelular de um substrato. Desde que K., ¢ uma contante para uma dada enzima, seu
valor numérico ¢ um pardmetro de comparacio entre enzimas de diferentes fontes, de
tecidos diferentes da mesma fonte ou, até mesmo, do mesmo tecido em diferentes estagios

de desenvolvimento.

O valor da constante de Michaelis-Menten aparente encontrado para o biossensor
baseado em tecido de pinhdo de acordo com a Figura 27 foi 5,7mmolL™". A equagio
representativa ¢

y=241(£0,5)x + 4,3(0,5) r=0,9993

50 =

304

20 4

[ap0, '] x 100

104

I I I | I 1
10 05 00 05 1.0 156 20 25 30
[H,0,]”" mmol L

Figura 27. Determinagio da constante de Michaelis-Menten aparente para o biossensor

baseado em tecido de pinhio.
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Comparando-se os valores de K, encontrados para os biossensores propostos,
podemos concluir que o peroxido de hidrogénio apresenta mator afinidade aparente para a
enzima catalase do biossensor baseado no extrato enzimatico dos besouros bombardeiros do
que aquela presente no biossensor baseado no tecido de pinhdo.  Isto deve-se,
provavelmente, a presenca de maior quantidade de catalase presente no fluido langado pelos

besouros bombardetros.
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VII1.3.6. Efeito de sais

Uma outra tentativa para melhorar a resposta do biossensor baseado no tecido de
pinhao foi a utilizagdo de sais cloreto de sodio ¢ cloreto de potassio. Foram testados tanto a
lavagem prévia das fatias (concentragdo 10" mol L") quanto a adigiio destes sais na solugdo
de medida (concentragio 10" mol.L"). A concentra¢do de peroxido de hidrogénio presente
foi de 1,7x10” mob L. A Figura 28 mostra que, aparentemente, nao ocorreu a abertura das

células pelos ions Na™ ou K', conforme hipotese aventada

120

Tempo (mn)

Figura 28. Efeito de sais. @ Tampdo de fosfato; @ Cloreto de sodio; A Cloreto de potassio.

Concentragio: 0,1 mol.L"
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VII1.3.7. Efeito de interferentes

O estudo da interferéncia ¢ apresentado na Figura 29. Acido ascorbico, catecol,
dopamina e hidroquinona ndo interferem na resposta do biossensor baseado no tecido de
pinhdo para determinagdio de peroxido de hidrogénio, desde que o substrato e o interferente

sejam adicionados simultaneamente.

140
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Figura 29. Efeitos de interferentes sobre o biossensor baseado no tecido de pinhdo.

W Acido ascorbico, ® Catecol;, A Dopamina; ¥ Hidroquinona.
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VIL.3.8. Tempo de vida do biossensor baseado no tecido de pinhdo

A resposta do eletrodo baseado no tecido de pinhdo foi verificada durante um

periodo de 10 dias.

Este estudo foi realizado em uma célula contendo 1,0 mL de solugéo tampdo fosfato
0,1 mol. L, pH 7,0, termostatizada a 30,0 °C &, sob constante agitagio. Apos a desaeragio
com nitrogénio foi adicionado 100 PL de solugio de peroxido de hidrogénio 0,0103 mol L~
¢, realizadas as medidas da variagio da pressio parcial de oxigénio em mmHg. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 30.

150
140~
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Figura 30. Tempo de vida do biossensor baseado no Tecido de Pinhdo Solugdo tampio
fosfato 0,1 mol.L™; pH 7,0; Temperatura 30,0°C.

Como pode ser visto na Figura 30, ha um aumento na variagio da pressdo parcial de

oxigénio do primeiro ao quarto dia de uso do biossensor baseado no tecido de pinhio.
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Este comportamento pode ser devido, provavelmente, a formacgio de camaras de
difusdio na fatia do tecido de pinhdo resultando em um aumento concomitante na atividade
aparente. Também, pode estar ocorrendo variagdes na conformagio da enzima, de uma

conformacdo ndo ativa para uma mais estavel e preferida,

O decréscimo na resposta deste biossensor ap0s oito dias pode ser devido ac

decréscimo na atividade da camada de enzima devido a desnaturagio.

Este biossensor foi estocado em solugfo tampdo fosfato 0.1 molL”, pH 7,0 e

conservado em refrigerador quando nio em uso.
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VIL.4. Conclusio

O tecido de pinhdo (Araucaria angustifolia) utilizado como fonte natural de catalase
possibilitou a construgio de um biossensor amperométrico para determinagio de peréxido

de hidrogénio.

A simplicidade na obteng#o ¢ acoplamento da fatia de tecido de pinhdo ao eletrodo
de oxigénio deve ser ressaltada.  As fatias de pinhdo foram obtidas com o auxilio de um
estilete, dispensando o uso de micrétomo (59). A fatia de tecido de pinhdo foi,
simplesmente, lavada em solu¢do tampdo fosfato para remover possiveis fendis presentes,
antes de se acoplar ao eletrodo de oxigénio. A lavagem destas fatias foi testada com sais
cloreto de potassio e cloreto de sodio, numa tentativa de se promover um transporte rapido

de substrato para dentro do tecido de pinhdo, porém, ndo mostraram respostas melhores.

O biossensor baseado no tecido de pinhdo apresentou resposta linear na faixa de
concentragdo de 2,5x107* a 2,5%x10” mol L de peroxido de hidrogénio. A linearidade dc
uma década de concentragdo ¢ comparavel com os biossensores descritos na literatura (79,

80).

E importante salientar que este biossensor pode ser utilizado por oito dias, sem a
necessidade de adigdo de conservantes. O trabalho de Wijesuriya e colaboradores (79),
empregaram o azoteto de sodio como conservante e, mesmo assim, foi observado um
decréscimo na resposta do biossensor. Ja em outros trabalhos este conservante é muito
eficiente. O fon azoteto, utilizado para prevenir o desenvolvimento de bactérias é, também,

um inibidor de catalase (73, 101, 102).

Vale ressaltar que a utilizagdo de tecidos vegetais na construgio de biossensor

proporciona medidas diretas, rapidas e de baixo custo. A variedade de sistemas
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biocataliticos encontrados em outros tecidos associados aos elementos eletroquimicos

possibilita a construgdo de novos biossensores,
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