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RESUMO:

Este trabalho refere-se ao desenvolvimenio e aplicagfo de dois biossensores
eletroquimicos na avaliagio da capacidade antioxidante de exiratos vegetais.

O primeiro biossensor desenvolvido consistiu em um ¢letrodo de pasta de
carbono modificado com horseradish peroxidase imobilizada sobre silica gel
modificada com o&xido de ftitdmio. As melhores condigdes para resposta
eletroquimica de fendis fotais, em relaciio a 4cido clorogénico (ACG) foram
obtidas em 0,25mol I de tampéo fosfato, pH = 7,0, apresentando wma faixa linear
de trabalho entre 1 ¢ 50umol I ¢ sensibilidade de 181 nA 1 pmol” cm™. Valores
de recuperagfio indicaram uma resposta satisfatéria sem interferéncia significativa
da matriz, quando o biossensor foi aplicado em amostras de chd e café, 99 + 4 %
e 98 £ 2 %; respectivamente. A atividade antioxidante total (AAT) foi avaliada
pela correlagdo entre o contetido de polifendis totais quantificados pelo biossensor
¢ a capacidade antioxidante de extratos de chd, este tltimo pardmetro determinado
pelo método de DPPH (1,1-difemi-2-picrilhidrazil). AAT foi obtida a partir das
relagbes: AAT (Camellia sinensisy = 39 (+ 3) [fenol total] + 2,5 (£ 0,3) (r =
0,989); AAT (llex paraguariensis tipo chi) = 0,8 (x 0,1) [fenol total] + 2,83 (%
0,60) (r = 0,986); AAT (Jlex paraguariensis tipo erva mate) = 0,3 (+ 0,1) [fenol
total] - 04 (x 0,6) (r = 0,973). A medida obtida com o biossensor foi
representativa em termos da capacidade antioxidante dos extratos testados.

O segundo biossensor consistiu em dsDNA (Calf thymus) imobilizado na
superficic de um eletrodo impresso (SPE). O biossensor foi empregado para
verificar a eficiéncia de extratos de plantas na protegdo sobre 0 DNA exposto a
radicais livres, no caso radicais hidroxila ("OH) formados via um sistema do tipo
Fenton (Fe**/EDTA / H,0,). Os extratos de plantas apresentaram a seguinte ordem
em relacdo a atividade antioxidante: Baccharis genstelloides > Peumus boldus >
Foeniculum vulgare > Cymbopogom citratus > Camellia sinensis > Mentha
piperita. A reprodutibilidade do biossensor foi boa, apresentando um desvio
padrio médio relativo de 16% (n = 6). A performance do biossensor quando
comparada com o método de DPPH, mostrou ser um método eficiente para
screening da atividade antioxidante real e de forma direta de qualquer amostra, de
maneira pratica, rapida, com grande confiabilidade e de baixo custo.
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ABSTRACT:

This work describes the development of two kind of electrochemical
biosensors to evaluate the antioxidant capacity of vegetables extracts.

The first biosensor developed was based on horseradish peroxidase
immobilized on silica coated with titanium oxide and this material was employed
to modify the carbon paste. In the optimized conditions, the biosensor response for
total phenol comtent, was linear from 1 up to 50umol I’ in relation to the
chlorogenic acid (CGA), with a sensitivity of 181 pmol I’ 1 pA cm™ in 0.25 mol
I phosphate buffer, pH 7.0. On the basis of the obtained recovery results, the
biosensor showed to be suitable for the determination of polyphenols in tea and
coffee (99 = 4 % ¢ 98 + 2 %, respectively), because no significant influence of the
matrix was observed. Total antioxidant activity (TAA) was obtained by the
relationship between antioxidant activity and total phenol content, this parameter
evaluated by using the biosensor. Asntioxidant activities of the samples were
investigated by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging
method. TAA of the tea extracts was obtained from relationships: TAA (Camellia
sinensis) = 39 (% 3) [total phenol] + 2.5 (+ 0.3) (r = 0.989); TAA (tea-type Jlex
paraguariensisy = 0.8 (z 0.1) [total phenol] + 2.83 ( 0.60) (r = 0.986); TAA
(herb-type llex paraguariensis) = 0.3 (£ 0.1) [total phenol] — 0.4 (z 06) (r =
0.973). The measurements obtained by the biosensor was significant in terms of
the total antioxidant activity (TAA).

Another developed biosensor was based on a dsDNA (Calf thymus) layer
immobilized on a screen-printed electrode (SPE). The biosensor was employed to
verify the protection effect of tea extracts against DNA damage promoted by *OH
radicals generated via Fenton-type reaction. The antioxidant activity was arranged
in the order Baccharis genstelloides > Peumus boldus > Foeniculum vulgare >
Cymbopogom citratus > Camellia sinensis > Mentha piperita. A good repeatibility
for the biosensor was demonstrated using the relative standard deviation (R.S.D.)
of the measurements recorded (in triplicate) for all samples, the R.SD. was 16 %
(n = 6). The results demonstrated that the DNA-based biosensor is suitable as a
rapid screening test for evaluation of the antioxidant properties of samples in a
direct way, easy and low-cost.
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I.1. APRESENTACAO

O crescente uso de plantas para fins medicinais € justificado pelos estudos
cieptificos que comprovam a eficdcia destas plantas em varios modelos
experimentais. Isto tem contribuido de forma relevante para a divulgacdo das
propriedades terapéuticas dos vegetais, prescrifos com freqgiiéncia, pela eficacia
no tratamento de doengas.

Das mumeras plantas usadas in natura ou em preparagdes fitoterapicas,
muitas delas s6 foram investigadas parcialmente, ou seja, muitos compostos
secundarios como flavondides e taninos ja foram isolados ¢ identificados, porém
ainda ndo foram estudados quanto a suas atividades biologicas.

Diversos ensaios "in vitro” e "in vivo" vém comprovando e determinando a
ampla variedade das atividades biologicas de extratos bruios, fragBes ou
substdncias iscladas. O estudo da capacidade antioxidante, muitas vezes,
constitmi na propriedade mais elucidada dentro da pesquisa fitoquimica. A
avaliagdo da atividade antioxidante € importante por qualificar espécies vegetais
como fontes naturais em potencial de substincias antioxidantes.

Muitas substincias que possuem caracteristica antioxidante sofrem
restrigdes de ordem técnmica, legal, organoléptica ou toxicolégica e, como
conseqiiéncia apenas algumas sdo efetivamente usadas pela indistria cosmética,
alimenticia ou farmacéutica. No caso do Brasil, essas substincias sdo geralmente
importadas ¢ a produgdo de antioxidantes extraidos de fontes naturais pode ser
uma opgéo para o problema que se apresenta.

Estima-se que das 500.000 espécies de plantas conhecidas no mundo, 16%
encontram-se na Regiio Amazbnica Brasileira (www biotecnologia.com.br),
muitas das quais com propriedades medicinais e aromaticas que poderiam ser

pesquisadas como fontes de antioxidantes naturais.
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i. 2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetive o desenvolvimento e avaliagfio do
desempenhc de biossensores para aplicag8o na determunaco da capacidade
antioxidante de extratos vegetais. Para isso o trabalho foi dividido nas seguintes
etapas:

v" Desenvolver um biossensor a base de pasta de carbono utilizando a
enzima horseradish peroxidase (HRP) imobilizada na matniz silica modificada

com oxido de titénio;

v Aplicagdo do biossensor-HRP para determinagic de compostos

fenolicos em matrizes vegetais,

v" Desenvolver um biossensor a base de DNA utilizando um eletrodo
impresso (SPE) contendo uma camada de dsDNA imobilizado;

v" Aplicagfo do biossensor-DNA para verificar a eficiéncia de extratos de

plantas na protegdo sobre o dsDNA exposto a radicais livres, no caso radicais

hidroxila ("OH) formados via um sistema do tipo Fenton (Fe”/EDTA / H,00);

v’ Relacionar os resuitados obtidos com os biossensores na avaliagdo da

capacidade antioxidante de extratos vegetais.
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IL1. INTRODUCAQ

O estudo de radicais livres e a pesquisa de novos e eficientes compostos
antioxidantes sfo temas de intensos estudos nos ltimos anos, tanto em seus
aspectos basicos quanto nas aplicagfes clinicas € em alimentos.

Radical livie ¢ toda espécie guimica com um ou mais elétrons
desemparelhados. O elétron livie que caracteriza o radical livre pode estar
centrado em um 4tomo de hidrogénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou stomos de
metais de tramsico. Na natureza existem duas importantes substancias gue
podem gerar radicais livres, o oxigénio no estado fundamental (O) & o dxido
nitrico (NOj, que ocorre como poluente atmosférico, mas que também ¢
sintetizado em diversas células (Vertuani ef al., 2004).

A ocorréncia mais comum de radicais livres refere-se as ditas espécies
reativas de oxigénio (EROs) e baseiam-se no fato do oxigénio gerar tais espécies
seja por absor¢do de energia ou por transferéncia de elétrons. No organismo, a
via mais comum de formagdio destes radicais livres ocorre durante o processe de
respiragio. Nesta etapa, ocorre a redugdio do oxigénio a 4gua, na qual a entrada
de 4 elétrons na molécula de oxigénio promove o aparecimento do radical
superdxido (O,”), peréxido de hidrogénio (H,O,) e do radical hidroxila (OH™)
que s@o oxidantes de grande importdncia bioldgica. Estes intermedigrios sdo
gerados pela redugdio parcial do oxigénio molecular conforme a reagdo: O, —
0;" = H,0;, — "OH + HO — H,0 (Aruoma et al., 2003).

Estas espécies ao serem geradas no curso do metabolismo normal,
participam de processos bioquimicos como a 'produgﬁo de energia, fagocitoses,
regulagdc no crescimento celular e sinais intercelulares bem como, em sintese de
importantes compostos biolégicos. Contudo a produgfo intensa destes radicais

livres durante os processos fisiopatolégicos ou devido a fatores ambientais
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(Dizdaroglu er ai., 2002). A base do DNA mais suscetivel é a guanina e o seu
produto de oxidagio imediato, a 7,8-dihidro-8-ox0-2-desoxiguanosina (8-
oxodG) € comsiderado wm marcador na iniciagio de lesBes mutagénicas

(ESCODD, 2000).

Em um modo simplificado a adigfo do radical hidroxila & guanina (Figura

IL1.) € por meio da formagdo de trés intermedidrios principais: adutos nos

carbonos C4, C5 ¢ C8. Os adutos C4 e C5 sdio reversiveis, podendo ser
convertidos a forma inicial por ganho de um elétron do meio celular. G aduto C8
conduz a duas formas de lesGes do DNA, o produto oxidado 7,8-dihidro-8-oxo-
2'-desoxiguanosina {8-0xodG) e um outro composto como resultado da abertura
do anel mmidazolico, o 2,6-diamina-5-formamida-4-hidroxipirimidina (FAPy-G)
(Box et al., 2001; Burrows & Muller, 1998; Dizdarogls et al., 2002; Steenken,
1989). |

Outra importante lesdo do DNA observada na presenga dos radicais "OH é
a ruptura da fita. Um dos mecanismos sugeridos é mostrado na Figura I1.2. O
ataque do "OH ao carbono C4 da molécula de desoxirribose conduz na abstracdo
do hidrogénic com a formagfio de um radical centrado neste carbono. A etapa
seguinte ¢ a formagio do radical peroxila como conseqiiéncia da adigio de uma
molécula de oxigénio. Apds rearranjos sucessivos ocorre a clivagem da molécula
de acicar conduzindo a formagfio de dois produtos, ¢ DNA-5-fosfato ¢ um
marcador da clivagem oxidativa do DNA, a terminacdo DNA-3“-fosfoglicolato
{Burrows & Muller, 1998; Meneghini, 1997),
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Figura I1.1. Mecanismo de formagfio dos produtos da guanina a partir do aduto
no C8 (aduto C8-OH) (adaptado de Burrows & Miller, 1998; Dizdaroglu et al.,
2002).
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IL.2. ANTIOXIDANTES

Frente 4 agfio potencial lesiva das EROs, tem-se a atividade preventiva,
interceptora ou reparadora de véarias substdncias antioxidantes que doam um
elétron para os radicais livres estabilizando-os. No organismo os antioxidantes
realizam quafro tipos de defesa. A primeira ocorre dentro das células, com as
enzimas como glutationa peroxidase, superdxido dismutase, catalase e outras. A
segunda inclui as defesas nfio enzimdticas como glutationa, peptina-histidina,
proteinas de ligagio cobre-transferina ¢ ferritina, 4cido di-hidrolipéico,
ubiquinona, melatonina, wratoc ¢ tidis proteicos do plasma. H4 ainda os
antioxidantes reparadores, que conseguem por vezes, reparar danos por meio da
presenga de proteases, lipases, transferases e outras. Um outro mecanismo de
defesa antioxidante consiste nos antioxidantes presentes em vegetais. Dentre os
constituintes dos vegetais, a fracdo mais significativa com propriedades
antioxidantes sdo os compostos fenolicos. Estes compostos ticos em duplas
ligagbes conjugadas atuam na "neutralizacfio” destes radicais livres (Kaur &
Kapoor, 2001).

Il.2.1. COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fendlicos sfio compostos largamente distribuidos na natureza,
podendo ser provenientes da composigdo de lignina, de proteinas e do
metabolismo secundério de plantas. Estfio presentes na forma de rés grandes
grupos; acidos fendlicos (incluem derivados dos 4cidos hidroxibenzdico e
hidroxicindmico); flavonodides (incluem as isoflavonas, flavonas, flavononas,
flavonodis, antocianinas e chalconas) e taninos (incluem os taninos hidroliséveis e
taninos condensados) (Escarpa & Gonzalez, 2001).
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Compostos fendlicos estdo associados & adstringéncia (Escarpa &
Gonzalez, 2001), agdo anticancerigena, antiinflamatéria (Tapiero et al., 2002) e
principalmente a agfo antioxidante de indimeros extratos vegetais (Milianskas ef
al., 2004). Estes compostos também séo responséveis por fatores de qualidade de
alimentos como aparéncia, textura, composigo do sabor, aroma e conservagio
(Lattanzio, 2003), seja presente naturalmente na composigdo do produto ou
adictonados como aditivos naturais.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos depende basicamente de
algumas de suas propriedades intrinsecas, tais como; o potencial de redugdio, a
propriedade em quelar metais ¢ da possibilidade de captar/seqiiestrar os radicais
livres. Os compostos fendlicos inibem também, enzimas responmsiveis pela
formagdo de EROs, como a xantina oxidase, proteina quinase C, ciclooxigenase,
monooxigenase microsomal e succinoxidase mitocondrial (Rice-Evans, 2001).

Numerosos derivados fenolicos, como os flavonodides, complexam
eficazmente ions metalicos, particularmente ferro e cobre, que sfio conhecidos
por induzirem stress oxidativo em sistemas biolégicos, atuando como
catalisadores das reagdes causadas por EROs. A reagdio quimica que ilustra este
fato ¢ conhecida pela reag8o de Fenton, que origina radicais hidroxila altamente
reativos (H,0; + Fe” (Cu”) — °"OH + OH + Fe™ (Cv®") (Rice-Evans,
2001). Os pontos de ligagBes dos derivados fendlicos com os metais sdo por
meio dos grupamentos OH livres, como mostrado na Figura I1.3. No caso dos
flavonoides (Figura II.3a) as ligacOes podem ocorrer nas posi¢des C3 ¢ C4 do
anel B e grupos 4-oxo do anel C e 5-hidroxila do anel A ou via fungio oxo e
grupo OH do carbone 3 do anel C.
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Figura IL3. (a) Pontos de ligagdo dos fendis com metais de transicdo,
exemplificado pela estrutura da quercitina. (b) estrutura do 4cido benzdico.

Compostos fendlicos na sua maioria, possuem baixo potencial padrio
(0,23 < E < 0,75V vs ENH) o que os tornam termodinamicamente capazes para
reduzir as EROs por doagéio de um dtomo de hidrogénio (Figura I1.4.). Na reagéio
ocorre a formaglo de um radical livre fendlico, o radical aroxila, que reage com
uim segundo radical resultando em uma estrutura estivel, a quinona (Rice-Evans
& Miller, 1996).

Um outro mecanismo proposto para a formagio da quinona é por meio da
formagfo de dois radicais aroxila, originando a quinona e o catecol como
produtos finais. O radical aroxila pode interagir com oxigénio, gerando quinonas
¢ ions superéxidos antes de terminar a reagio em cadeia. Esta tltima pode
ocorrer ma presenga de um e¢levado nivel de fons metalicos de tramsicio,
resultando em um efeito pro-oxidante indesejavel. A capacidade dos fendis de

atuarem como antioxidantes depende nfo sé do potencial redox do par Fenol-QO° /
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Fenol-OH, mas também dos possiveis pontos de ligacio dos radicais aroxila
(Rice-Evans & Miller, 1996).

Figura I1.4. Esquema da captura/seqiiestro de EROs pelos compostos fenolicos.

No grupoc dos flavondides (Figura I1.3.a), a capacidade efetiva de
captar/seqiiestrar radicais livres é devido a trés fatores determinantes, a) a
presenga de grupo orfo-dihidroxila no anel B na qual participa da deslocalizacdo
eletrnica ¢ confere grande estabilidade ao radical fendxi resultante; b) a
presenca da dupla ligagdo nos C2 e C3 em proximidade com a fungdio oxo do C4
do anel C ¢ responsavel pela deslocalizacio eletronica do grupo catecol no anel
B e c) a presenga de grapos OH no C3 ¢ C5 no anel A e C, assim como a fungio
oxo no C4 no anel C sfo requisitos para © méximo potencial
captador/seqiiestrador de radicais livres (Pietta, 2000).

A quercitina, por exemplo, satisfaz todos os requisitos ¢ a sua atividade
antioxidante € mais efetiva que a da catequina, a qual é ausente de aspectos
estruturais favoraveis que sfio presentes na quercitina, satisfazendo pelo aspecto

citado no item a. A habilidade para captar radicais depende da estrutura e dos
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substituintes presentes no anel heterociclico e no anel B conforme comentado
anteriormente. Mais especificamente depende da presenca do grupo catecol no
anel B, o qual € bom doador de elétrons e, a presenga da dupla ligagiio 2.3
conjugada com © grupo 4-oxo (anel C), o qual é responsavel pela deslocalizaco
¢letrOnica. Também a presenca do grupos OH neste anel, aumenta a atividade de
captar radicais, enquanto que a adigdo de grupos OH especificamente nas
posigdes 5,7 do anel A parece contribuir menos para a atividade antioxidante
(Pietta, 2000).

No caso do grupo dos 4cidos fendlicos, a capacidade antioxidante destes
compostos e de seus ésteres depende do nimero e da posigdo dos grupos
hidroxilas presentes na molécula. Por exemplo, o cido hidroxibenzéico (Figura
IL.3.b) com o grupe OH em posi¢des orto ou para ndo demonstram atividade
antioxidante em termos de capacidade de doagdio de hidrogénio, porém a posigiio
meta jé demonstra atividade. O potencial do grupo carboxila em atrair elétrons,
afeta as posigbes orfo e para. Para os derivados do mesmo 4cido, contendo dois
grupos OH, as respostas antioxidantes dependem da proximidade do grupo
CO,H relativo aos substituintes orto-difendlico o que, aparentemente influencia a
habilidade de doar tomos de hidrogénio. As hidroxilas em posigio orto e meta
em relagdo ao grupo carboxila do 4cido di-hidroxibenzdico revelam uma maior
atividade antioxidante para as substitui¢Ses 2,3 em relacdio as substituigdes 3,4 e,
menor atividade ¢ verificada para as substituigdes 2,5 (Rice-Evans & Miller,
1996).

11.2.1.a. Acido clorogénico {ACG)
Os estudos realizados com ¢ objetivo de otimizar o biossensor a base de
HRP para determinagio de polifenéis, foram feitos utilizande o acido
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clorogénico como composto de referéncia. Este composto tem grande relevéncia
{em quantidade e em importincia) nas amostras testadas.

O grupo o qual pertence o dcido clorogénico representa os compostos
fendlicos néo flavondides presentes em maior quantidade em vegetais como cafs,
cha, batata, ma¢i, péra ¢ outros. Constituem a principal classe de substrato
fendlico, envolvida no escurecimento enzimatico de superficies infernas expostas
ao ar ou tecidos danificados (Kroon & Williamson, 1999).

Acido clorogeénico

O termo 4cido clorogénico foi introduzido por Payen (Clifford, 1979) para
designar um constituinte do grio de café e que posteriormente foi caracterizado
como gcido 3-cafecilquinico (atualmente cornhecido como 5-cafeoilquinico)
(Clifford, 1999.

Atualmente o termo ACG ¢ usado para designar uma mistura de ésteres
presentes em vegetais formados pela esterificacio de um ou mais derivados do
acido trans-cindmico (Figura I1.5a) com o acido quinico (acido 1L-1(OH), 3.4,5-
tetra-hidroxi-ciclohexanéico); (Figura IL5b).

T
HO—C —CH ===CH —{

(@)

Figura II.5. Estruturas dos compostos fenélicos (a) 4cido cindmico; (b) 4cido
quinico; Derivados do acido cinfmico: (¢) R = H, R' = OH 4cido cafeico; R =
acido quinico, R' = OH 4cido clorogénico (4cido 5-o-cafeoilquinico); R=H, R' =
OCH; acido fertilico.
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Os isbémeros cis dos derivados do acido cindmico ja foram detectados em
produtos processados, porém nfo tém sido detectados naqueles in narura. Estes
corapostos fendlicos podem ser classificados pela identidade do derivado do
acido cindmico, nlmero ¢ posigBo dos residuos acila. Este grupo inclui os
isdmerocs subdivididos em 5 grupos principais (Clifford ef al., 1987).

—> acidos cafecilquinicos (ACQ); ésteres de acido cafeico com 4cido quinico;
1s6meros 3-; 4- € 5-,

—» acidos dicafeoilquinicos (diACQ); ésteres envolvendo dois residuos do acido
cafeico ligados no mesmo residuo do 4cido quinico; isdmeros; 3,4-; 3,5- ¢ 4,5-.

—> dcidos feruloiiquinicos (AFQ); ésteres de acido ferilico com acido quinico,
sdo os monometi éteres do ACQ; isdbmeros; 3-; 4- ¢ 5-.

—» 4cidos p-coumaroilquinicos (p-ACoQ); ésteres de 4cido p-coumdrico e acido
quinico; isOmeros; 3-; 4- ¢ 5-.

-» acidos cafeoilferuloilquinicos (ACFQ); sdo pouco estudados e sio ésteres
consistindo de um residuo de acido cafeico e um residuo de acido ferdlico
ligados no mesmo residuo de 4acido quinico, geralmente denominados de
monometi! éteres dos IACQ.

O acido clorogénico mais simples ¢ ¢ tnico disponivel comercialmente do
seu grupo ¢ denominado pela TUPAC de acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ)
(IUPAC, 1976), anteriormente identificado como 4cido 3-cafeoilquinico,
podendo também ser denominado de 4cido isoclorogénico ou meoclorogénico.
Para fins analiticos, muitas vezes este isdmero é designado somente de acido
clorogénico, um termo geral que considera a mistura de todos os isémeros dos
grupos ACQ, diACQ e AFQ) presente em uma matriz.

Estes acidos possuem uma solubilidade em 4gua que ¢ dependente do tipo

de isbmero. O acido S5-cafeoilquinico purc € incolor, inodoro, com sabor
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levemente doce, solivel em 4agua, dlcool, acetona e insolivel em benzeno,
cloroférmio e etil acetato. Este grupo apresenta-se instével a altas temperaturas,
constituindo na principal fragic de compostos fendlicos perdida durante
processos de conservagdio de vegetais por ftratamento térmico (Kroom &
Williamson, 1999). A Tabela I1.2 apresenta as principais propriedades fisico-
quimicas do isdmero 5-ACQ (Clifford et al., 1987).

Tabela I1.2. Propriedades Fisico-Quimicas do 4cido S-cafeoilquinico.

PROPRIEDADES VALORES
Férmula quimica CieHig09
Massa molecular 354 31
Ponto de fusdo 206 - 216°C
Rotagdo especifica [alp® -35,2°
pKa (27°C) 2,66
Hidrolise (% tedrica): 4cido caféico 93
acido quinico 87

Estes compostos sdo estudados devido ao interesse comercial por
apresentarem influéncia significativa nas propriedades organolépticas de bebidas
como chd e café (Clifford, 1999). Alguns autores tém associado os niveis destes
compostos com a qualidade do sabor ¢ aroma formados durante a produgdo do
caf¢ torrado, uma vez que, as propriedades adstringentes do diACQ
mnfluenciariam negativamente a aceitabilidade da bebida de café. Por esta razio,
as analises dos contetidos de ACG nos grios verdes torrados e mo café
descafemado e instantinec seriam parfmetros importante na determinacfio da

qualidade e prego do café. A razio de 4cido clorogémico para outros acidos
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fendlicos (como por exemplo, dcido caféico), tem sido considerado um marcador
para determinag@o do impacto real da pratica de torrefacgfo. 0 acido clorogénico |
¢ drasticamente reduzido durante este processo, com a conseqiiente liberagfio de
acido caféico ¢ 4cido guinico (Clifford & Wight, 1976). Por isso, a correlagdo
mversa enfre a sua presenga com a gualidade desta bebida, tem sido sugerida
(Trugo & Macrae, 1984a). Outras associagdes sio feitas entre a concentracdio do
composto € o nivel de escurecimento do café durante processamento (Trugo &
Macrae, 1984b). Alguns trabalhos ainda sugerem para avaliagdo do processo, 0
monitoramento da relagdo 4cido clorogénico: cafeina (Purdon & McCamey,
1987).

Em adiglo, estes compostos particularmente o 5-ACQ, t8m sido
associados a varios efeitos protetores e deletérios sobre células de espécies do
reino animal. Alguns autores mostraram que o 5-ACQ foi um agente indutor de
alteragdes no DNA de mamiferos (Borish et al., 1985). Porém, outros estudos
(Shibata ef al., 1999) demonstraram o seu efeito antioxidante contra a clivagem
oxidativa do DNA, Também em outros trabalhos (Ohnishi er al, 1994),
demonstraram o efeito protetor do ACG na redugdo da hemdlise e da
peroxidagio de hemdcias de ratos, induzida por H,O,. Essa agfo antioxidante é
devida 3 presenga de um grupamento orto-di-hidroxila do anel aromatico do
acido caffico que atuaria como um aceptor de radicais livies (Ky et al., 2001).
De fato, a oxidacdo in vive de LDL (lipoproteina de baixa densidade) humana foi
retardada na presencga de acido cafeico (Nardini ef al., 1995). Em outro estudo,
fo1 relatado que o 5-ACQ inibiu as enzimas o-amilase, tripsina e lisozima, por
meio da formagdo de ligagiic covalente com residuos de triptofano e cisteina
(Rohn et al, 2002). Por outro lado, este isGbmerc mostrou propriedades

antiinflamatdrias devido a sua capacidade de mibiggo do processo inflamatorio
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mediado por citosinas (Krakauer, 2002). J& o consumo de altas doses de 5-ACQ,
presentes na bebida de café, aumentou os niveis de homocisteina no plasma
humano (Olthof a7 al., 2001). Esse aminoécido nio protéico é um dos fatores de
risco para o surgimento de doengas cardiovasculares. Essa variedade de efeitos
benéficos e maléficos atribuidas ac ACG, preponderantemente ao 5-ACQ, tem
encorgjado muitos pesquisadores a trabalhar com essa familia de compostos

fendlicos.

1L2.2. METODOS PARA AVALIACAQ DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Vérias metodologias tém sido descritas para uma avaliagio rapida da

capacidade e eficacia antioxidante de compostos quimicos ou extratos vegetais.
Muitos destes métodos s3io baseados em testes de inibigSo conhecidos como
“ensaios armaditha" (Trap assays) (Aruoma, 2003). Os diversos testes propostos
na literatura variam quanto ao tipo de radicais livres gerados, quanto ao
indicador de oxidacdo escolhido e quanto ao método usado para a sua detecgdo e
quantificacio.

Muitos testes recorrem a formagdo de radicais livres instaveis, pela
decomposicdc térmica de azo iniciadores, tais como ABAP (Miguel ef al., 2004),
ABTS" (Arts er al., 2004), AAPH (Madhujith e al., 2004), os quais Teagem
rapidamente com o oxigénio originando radicais peroxilas.

Alguns autores propSem um outro tipo de testes que nfo recorrem a
oxidagdo de substratos, mas 2 reducdc de radicais livres estaveis gerados in vitro,
como resultado da atividade antioxidante de compostos. Entre estes, o método
original de Blois (Blois, 1958) adaptado por varios autores (Sanchez-Moreno,
2002), utiliza o reagente DPPH" (1,1'-difenil-2-picrilhidrazil). Este método é um
dos mais usados pela estabilidade quimica do radical, pela rapidez do teste e por
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ndo envolver condigBes drasticas de temperatura e oxigenagiio (Molyneux,
2004).

il.2.2.a. Método do radical DPPH’

Este método avalia a propriedade de um antioxidante em estabilizar
(reduzir) o radical livre estével DPPH® (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), formado em
solugdo. A molécula de DPPH" apresenta um mdximo de absorcdo a 517-520nm
e, apds ser reduzida a sua correspondente hidrazina, por uma substancia doadora
de elétrons, como um antioxidante, observa-se uma diminuigio da absorbancia
(Figura 11.6.). Esta medida permite calcular, apds o estabelecimento do equilibrio
da reagfo, o parfmetro ICsy. Este par@metro foi introduzido para a mterpretacio
dos resultados em termos de concentragfo eficiente de um antioxidante em teste,
e ¢ defimido como a quantidade de antioxidante necesséria para reduzir 50% da
concentragao inicial de DPPH’ (Molyneux, 2004).

As variagdes mnas condi¢des iniciais do emsaio, como mostrado por
diferentes autores, que usam diferentes concentragdes imiciais de DPPH®,
combinados com diferentes tempos de reagdo, nfio resultam em mudancas na
interpretagdo do resultado. Porém a interagio de um antioxidante em potencial
com o DPPH’ depende de sua conformacdio estrutural. Este método ndo é
adequado para avaliar a atividade de plasma, por exemplo, porque a proteina é
precipitada na solug@io alcodlica usada para diluir o reagente DPPH® (Kaur &
Kapoor, 2001). Com poucas excegdes, 0 ensaio tem sido aplicado em vérios
tipos de amostras, incluindo extratos vegetais (Miliauskas et al., 2004), éleos
essenciais (De Souza et al., 2004), oleos vegetais (Valovanidis ez al,, 2004), e
alimentos processados (Sanchez-Moreno, 2002). Em termos analiticos, 6 método

do DPPH" ¢ recomendado para avaliar a atividade antioxidante de extratos
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vegetais e produtos, por fornecer resultados reprodutiveis e confiaveis de forma

rapida e facil.

+ HO-R-Q' ~2

Figura I1.6. Reagfio entre DPPH" radical e uma substancia antioxidante.
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IIL.1. BIOSSENSORES PARA COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fenélicos podem ser determinados eletroquimicamente por
meic de uma oxidagdo direta, porém este procedimento é dificultado pela
necessidade de aplicagdo de um alto sobrepotencial. O alto sobrepotencial
aplicado provoca uma grande corrente de fundo e, conseqiientemente um alto
nivel de ruido. Além disso, nas oxida¢es diretas de compostos fendlicos podem
ocorrer reagdes paralelas conduzindo a formagdo de sub-produtos poliméricos
que passivam a superficie do eletrodo (Blasco et al., 2004).

O uso de eletrodos quimicamente modificados (EQM), como os

biossensores,

consideravelmente esse sobrepotencial. A principal
vantagem no desenvolvimento de biossensores amperométricos para a
determinagdo de compostos fendlicos € a possibilidade de medir a corrente
gerada pela reacdo biocatalisada de oxidagio ou redugdo das espécies
eletroativas na superficie do eletrodo, em potenciais ao redor de 0 mV vs ECS.
Neste potencial, o efeito de interferentes ocasionado pela oxidagdo ou redugio de
outras espécies presentes no meio ¢ minimizado (Jarosz-Wilkolazka et al, 2004).

Os trabalhos utilizando biossensores amperométricos para a determinacfio
de compostos fendlicos sdo baseados no uso de enzimas éxi-redutases, pois elas
catalisam uma reagdo redox, envolvendo uma etapa de transferéncia de elétrons
no ciclo natural da enzima. Os trés grupos de Oxi-redutases mais usados na
construgdo de biossensores sdo as oxidases, desidrogenases ¢ peroxidases (Mello
& Kubota, 2002).

HL1.1. BIOSSENSORES A BASE DE PEROXIDASE
Peroxidases sdo enzimas da classe EC 1.11 definidas como oxiredutases.

Catalisam a oxida¢do de véarios compostos orginicos e inorgénicos na presenca
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de per6xido de hidrogénio ou perdxidos organicos de cadeia pequena. Muitas
peroxidases como peroxidases de plantas, citocromo ¢ peroxidase,
cloroperoxidase ¢ outras, sfo hemeproteinas (sitio ativo: Fe™ protoporfirinico)

(Figura II1.1) com um ciclo catalitico comum (Banci, 1997).

G GH
HOOCCH, CH,COCH

Figura III.1. Estrutura da molécula protoporfirina de ferro que é o sitio ativo de
muitas peroxidases.

A peroxidase de "horseradish root”, HRP tem sido bastante estudada para
a elucidagfo do mecanismo da peroxidase. E a mais usada em quimica analitica
por ser estavel por longos periodos de tempo 4 temperatura ambiente ¢ em amplo
intervalo de pH, além de ser disponivel comercialmente em diferentes graus de
pureza (Dunford, 1991).

A enzima horseradish peroxidase (HRP) ¢ uma glicoproteina e consiste de
308 residuos de aminoécidos, dois Ca®* ¢ uma porgdo ferriprotoporfirina IX
(grupo heme) (Figura II1.1), ndo covalentemente ligada a cadeia poﬁpeptidiéa
que forma o sitio ativo da enzima. O conteado de carboidrato é

aproximadamente 18% da massa molar, 42-45KDa da HRP (Dunford, 1991).
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I11.1.1.a. Ciclo catalitico das peroxidases

As enzimas peroxidases catalisam a redugio de perdxidos oxidando o
grupo heme do sitio ativo da enzima (grupo prostético). O ciclo catalitico destas
enzimas pode ser representado, de forma simplificada, utilizando 2 enzima
Horseradish peroxidase (HRP).

HRP (Fe™)+ H,0, —> HRPI + H,0 1

HRP-I + AH; —— HRP-I + °‘AH @)

HRP-II + AH, — HRP(Fe™) + °AH + H,0 (3)

Na primeira etapa ocorre a redugfio do perdxido de hidrogénio com a
formagfc de um composto intermedidrio oxidado da enzima, denominado de
composto 1 (HRP-I). Esta reagfio envolve a transferéncia de dois elétrons do
grupo prostetico heme da peroxidase; um elétron ¢ fornecido pelo ferro (I € o
outrc vem da porfirina, produzindo um cétion radical porfirinico. A regeneragio
da proteina a sua forma nativa, ocorre em duas etapas monoeletronicas
posteriores. O composto I oxida uma molécula de um segundo substrato (AH,)
formando um substrato radicalar ("AH) ¢ um segundo composto intermediario da
enzima (composto HRP-II), que ¢ reduzido ao estado inicial HRP (Fe™), por
uma segunda molécula deste segundo substrato (Ruzgas ef al., 1996).

Os intermediarios da HRP ja foram isolados e estudados, tamto
espectroscopicamente como cineticamenie. O composto HRP-I constitui numa
espécie verde (Ammx = 410nm e 655nm), onde o ion metalico encontra-se com
uma carga formal Fe (V). A estrutura mais aceita, na literatura, sugere a
formagdc de um cation radical porfirinico, contendo Fe (IV). O composto HRP-
H € vermelho, apresentando A = 420, 527 ¢ 555 nm (Aasa ef al., 1975; Folkes
& Candeias, 1997; Roberts ef al,, 1981).
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IIL.1.1.b. Peroxidase imobilizada na superficie de eletrodos
Quando a peroxidase ¢ imobilizada sobre uma superficie de um eletrodo, a
forma oxidada da enzima

regenerada a sua forma inicial por uma transferénecia de elétrons heterogénea

que ¢ formada na reagSo com perdxido, pode ser

diretamente do material de eletrodo ou por meio de mediadores redox.

A peroxidase oxidada pode ser reduzida por elétrons formecidos pelo
eletrodo, conforme a reagfio:

HRP-1 + 2¢"+ 2H — HRP (Fe’) + H,0 (4

Este processo ¢ referido como transferéncia de elétrons direta (TED)}, ou
seja, quando um eletrodo substitui o substrato doador de elétrons no ciclo de
reagdo da peroxidase.

As peroxidases apresentam lenta transferéncia de elétrons quando
imobilizadas na superficie de eletrodos (Ferapontova, 2004; Sun et al, 2004) e
configuragbes de eletrodos modificados com peroxidases, tém sido construidos
utilizando mediadores que so moléculas redox com elevada velocidade de
transferéncia de elétrons. (Ruzgas ef al., 1996). Aminas aromaticas ¢ compostos
fentlicos sfo as moléculas mais utilizadas para reagir com peroxidases.

Quando um doador de elétrons (AH,) estd presente em um sistema
peroxidase-eletrodo, os processos direto e mediado podem ocorrer
simultaneamente € o doador oxidado ("AH) é reduzido eletroquimicamente pelo
eletrodo segundo a reagdo:

2°°AH +2¢ +2H — 2AH, &)

As seqiéneias de reagBes 1, 2, 3 e esta ltima correspondem ao processo
de transferéncia de elétrons mediado, que & usualmente mais eficiente

comparado ao processo de transferéncia de elétrons direta.
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IiL.2. BIOSSENSORES A BASE DE DNA

As diversas possibilidades de aplicagdes de eletrodos modificados com
DNA sfo dewvidas essencialmente as caracteristicas da biomolécula. O DNA
possui propriedades estruturais vantajosas no desenvolvimento e aplicacio de
biossensores, tais como, a possibilidade de imobilizagio na superficie de
eletrodos na forma de simples, dupla ou tripla hélice, capacidade dos acidos
nucléicos de formarem pares complementares com precisio, apresentam
propriedade condutora ¢ alta especificidade de interacfio com moléculas de baixa
massa molecular (Erdem & Ozsoz, 2002; Santos-Alvarez ef i, 2004).

Biossensores a base de DNA tém sido desenvolvidos para a andlise e
detecgdo de seqliéncias de bases em 4cidos nucléicos humanos, virais e
bacterianos com o objetivo de diagnostico de doengas. Estes biossensores,
genericamente denominados de genosensores, tém sido freqgiientemente
empregados na andlise e seqiienciamento de bases por técnicas de hibridizaggo.
No processo de hibridizagdo, o eletrodo modificado com ssDNA, de seqiiéncia
de base conhecida, identifica a seqiiéncia de bases complementar por meio da
formag8o de dupia hélice hibrida. Esta identificagio é eficaz ¢ especifica na
presenga de outras seqiiéncias, ndo complementares (Lucareﬁi et al., 2004).

Outra aplicagiio comum dos eletrodos modificados com DNA ¢ a detecgiio
de pequenas lesBes presentes na biomolécula. O principio baseia-se no
monitoramento das mudangas da eletroatividade das bases constituintes do DNA,
freqiientemente a guanina, como conseqiiéncia da clivagem da fita ou a liberagio
de bases devido 4 interacdo do DNA com diversos agentes fisicos on quimicos
e/ou espécies (eletrofilicas, mucleofilicas ou eletroativas) (Fojta, 2002). Efetua-se
a lesdo por meio da imersSio do eletrodo modificado com DNA intacto, na

solugdo contendo o agente de clivagem ou substincias que interagem com a




Canitulo I - Introducio Biossensores 34

molécula mmobilizada. Apds a interagfio, observam-se mudangas nos sinais
eletroquimicos do DNA devido a formagdc de adutos, complexos ou de
moléculas indicadoras. Dependendo da natureza da interagfo, a detecgiio envolve
um aumento ou diminuigdo da intensidade dos picos, bem como um

deslocamento dos potenciais de pico (Fojta, 2002).

11.2.1. ACIDO DESOXIRRIB

ONUCLEICO (DNA)

O 4cido desoxurnbonuciéico € o material da maioria dos organismos vivos,
onde ¢ o maior constitminte dos cromossomos do nfiicleo celular € exerce um
papel central na determinagBio das caracteristicas hereditirias por meio do
controle da sintese protéica nas células (Nelson & Cox, 2002).

E composto por duas longas cadeias poliméricas forimadas por milhSes de
nucleotideos ligados ums aos outros. Individualmente, nucleotideos sio
compéstos por uma molécula de agticar (pentose), um grupo fosfato ¢ de uma
das quatro bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina ¢ timina). O formato de
dupla hélice conhecido ¢ devido a duas interagBes do tipo, pontes de hidrogénio
formadas por bases complementares, por interages hidrofobicas, que
direcionam as bases a estarem orientadas para dentro da dupla hélice (Figura
11.2). Este rearranjo constitui no pareamento de uma base purina (adenina ou
guanma) com uma base pirimidinica (timina ou citosina). O pareamento de bases
proposta por Watson-Crick € explicado por:

I) Pelo fato de que adenina deve obrigatoriamente parear com timina, a
quantidade destas duas bases nitrogenadas em uma dada molécula de DNA sera
sempre a mesma. De forma similar, a quantidade de guanina serd igual & de

citosing.
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H) Sugere um mecanismo geral para a replicagdo do DNA. Se as bases
formam pares especificos, a informagfio contida em nma fita é complementar 2
outra;

I} Dita a combmagio de pares de bases, mas nfo coloca restricio na
seqiiéncia bnear de nuclectideos ao longo da fita de DNA. A seqgiiéncia de bases
pode ser altamente varidvel, o que torna adequada para codificar a mformacio
genética;

IV) Embora as pontes de hidrogénio entre as bases sfo ligacdes fracas,
coletivamente elas estabilizam a molécula de DNA. As forgas de Van der Waals,
entre o pilhamento de base também ajuda a estabilizar a dupla fita de DNA;

O grupo fosfato e o aglicar constituem a parte hidrofilica da estrutura da
dupla hélice e estdo localizados na parte externa da molécula. (Nelson & Cox,
2002).

O DNA possui duas fungles biologicas: direcionar a sua propra
replicagfio durante a divisio celular e¢ direcionar a tramscrigio de moléculas
complementares de RNA (Nelson & Cox, 2002).
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Figura H1.2. Estrutura da dupia hélice do DNA (no alto). Pareamento de bases de
Watson-Crick ¢ os respectivos sitios de oxidagio e redugio do DNA
(marcadores G correspondem dos sitios de oxidagio de adenina e guanina e

marcadores () correspondem aos sitios de redugio de adenina, citosina e
guanina) (Palanti et al., 1996).




Capitulo II1 - Introducio Biossensores 37

1IL2.1.a. Interacfo de espécies eletroativas com o DNA

A grande variedade de caracteristicas estruturais e grupos funcionais
quimicos enconfrados no DNA possibilita-o interagir com diferentes tipos de
espécies eletroativas (4gua, ions metalicos e seus complexos, moléculas
orgénicas). Os acidos desoxirribonuciéicos podem interagir de trés diferentes
formas com estas espécies (Palecek & Foita, 2001}

v InteragBes geralmente ndo especificas e de origem eletrostatica do
ligante (geralmente 4gua, ions metdlicos ou seus complexos) com grupos
fosfatos carregados negativamente situados ao longo da parte exterior da hélice -
Interagdio eletrostatica externa;

v Interagbes do ligante (geralmente moléculas aromaticas com atividade
biologicas) com pares de bases A-T (adenina-timina) situados nos sulcos maiores
ou menores dos acidos desoxirribonucléicos - Interagdo por meio do sulco;

v InteragBes do ligante (geralmente moléculas planares ou aromaticas
com atividade biologica) com pares de bases C-G (citosina-guanina) situados na
parte interior hidrofobica da hélice - Intercalagio.

Os dois primeros tipos de imteracdo ndo requerem uma mudanca
conformacional do DNA, porém em muitos casos induzem transighes estruturais
com a formagfio do complexo. A intercalacdo requer mudangas mos angulos
torcionais da cadela acgiicar-fosfato para separaciic dos pares de base adjacentes
de uma distincia suficiente para permitir a inser¢do de um sistema de anéis
(Palecek & Fojta, 2001).

111.2.1.b. Comportamento eletroguimico do DNA
O comportamento eletroquimico do DNA e os efeitos de sua adsorgfo

sobre diversos tipos de eletrodos v8m sendo pesquisados desde ¢ final da década
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de 60. A maioria destes estudos estd relacionada 4 analise ¢ identificacdo
estrutural de acidos nucléicos ¢ a relagHo entre o comportamento polarografico
do DNA e sua conformagio em soluglio, mostrando as diferencas de resposta
cletroquimica existentes entre o DNA nativo (double-strand, dsDNA),
desnaturado (single-strand, ssSDNA) e degradado (Palecek, 2002).

Os fenémenos de adsorgfio de 4cidos mucléicos naturais e biossintéticos
foram estudados, predominantemente, por polarografia de corrente alternada
(A.C.) (Palecek, 1996). Em solugBes neutras, levemente alcalinas e moderada
forga ibnica, ambos DNAs nativo e desnaturado, podem ser adsorvidos na faixa
de potencial entre 0 ¢ -1,0V. Nesta faixa de potencial todos os constituintes do
DNA como residucs de base, desoxirribose ¢ grupo fosfato podem estar
envolvidos no processo de adsorgio. Um pico em um potencial
aproximadamente -1,2V de natureza ndo faradaica, produzida tanto pelo DNA
nativo quanto pelo desnaturado, corresponde a dessorgio ou reorientacdo
segmentada de regibes helicoidais adsorvida por meio do esqueleto aciicar-
fosfato. Em determinadas condigbes o dsDNA produz um outro pico
correspondente a abertura das regides da dupla-fita. O ssDNA produz um pico
préximo ao potencial -1,6V que ¢ devido ao processo de dessorgdo de segmentos
adsorvidos, preferencialmente, através das bases (Brabec & Palecek, 1972;
Brabec, 1981; Gherghi ef al., 2004). O contato prolongado do DNA nativo com a
superficie de eletrodos pode provocar desnaturagio da molécula motivada pela
forga de repulsdc entre a superficie do eletrodo e os grupos fosfato
negativamente carregados. Quanto mais negativo o valor de potencial mais
facilmente ocorrer4 abertura da dupla hélice (Palecek, 1996).

Dentre os componentes dos 4cidos desoxirribonuciéicos (bases, pentoses €

grupos fosfatos), as bases nitrogenadas heterociclicas sfio as finicas espécies
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quimicas eletroativas, ou seja, as que sofrem redugdo/oxidagio na superficie do
eletrodo de trabalboe. Os pontos de redugfio na estrutura do DNA, que sfo os
residuos de adenina, citosina ¢ guanina s30 mostrados na Figura I11.2 (Palanti ez
al., 1996). Os sitios de redugfio, que fazem parte das ligacBes de hidrogénio, tém
como condigdo primaria a protonagio de ambas as bases adenina e citosina,
seguida da transferéncia de carga (Smith & Elving, 1962a; Smith & Elving
1962b). Os mecanismos de redugio para adenina e citosina sfo apresentados na
Figura ITL.3.

A desoxirribose ligada em um nucleotideo, bem como os grupos fosfatos
ndo sofrem reduclio em um eletrodo gotejante de merciirio. As pentoses, ou as
pentoses ligadas a grupos fosfatos podem, no entanto, influenciar a densidade de
elétrons, o coeficiente de difusfio ¢ a adsorgio de um nucleotideo ou como
conseqiincia provocar uma mudanga em seus comportamento polarografico
(deslocamento do Ei.,) (Palanti ef al., 1996).

A oxidagdo dos acidos nucléicos tem sido amplamente estudada em
diferentes eletrodos solidos utilizando a técnmica de pulso diferencial. A
eletrooxidacdo do DNA, em meio 4cido, relaciona-se 3 oxidacfio dos residuos
das bases purinicas, sendo as bases pirimidinicas eletroinativas nessas condigfes.
Os pontos de oxidac@o na estrutura do DNA, que sfio os residuos de adenina e
guanina sfo mostrados na Figura II1.2. Brabec estudou a eletrooxidaciio do DNA
em eletrodo de grafite pirolitico, em pH 6,4 utilizando a voltametria de pulso
diferencial (Brabec, 1980). Nesses estudos, verificou-se que 0 DNA desnaturado
produz dois picos bem definidos correspondentes a oxidagdio dos residuos de
guanina (+0,88V vs ECS) e adenina (+1,15V vs ECS). Os resultados mostraram
ainda que os potenciais de oxidagfo sdo deslocados linearmente no sentido

negativo de potencial com aumento de pH. Brett ¢ colaboradores utilizando um
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eletrodo de carbono vitreo em pH 5,3 confirmaram os dois picos de oxidacgdo do
DNA desnaturado, os quais foram atribuidos 2 oxidagdio da guanina (+-0,87V vs
ECS) ¢ adenina (+1,12V vs ECS) (Brett ef al., 1994). A oxidagic da guaning e
dz adenina (Figura [il.4.) compreende duas etapas ocorrendo a perda de quatro
elétrons ¢ quatro prétons, para ambos 0s casos a primeira etapa é determinante
para a velocidade da reagio (Brett ef al, 1994).

O dsDNA sempre apresenta menores correntes de eletrooxidagio quando
comparado ao ssDNA desnaturado termicamente. A desnaturagio envolve a
ruptura das ligagBes de hidrogénio e desestabilizagiio da estrutura da dupla
hélice, que pode ser acompanhado pela completa separagio das duas fitas do
DNA sob determinadas condigbes como valores extremos de pH, temperatura
elevada e na presenga de solventes apréticos. O rompimento de ligaghes
covalentes nfio esta envolvido na desnaturaciio do DNA (Palecek, 1996; Palecek
& Fojta, 2001).

A diferenca de correntes de oxidacdo entre o DNA nativo ¢ desnaturado
ndo ocorre apenas pelo fato dos sitios de oxidacfio do dsDNA estarem protegidos
por participarem das ligagSes de hidrogénio da dupla hélice, mas também por sua
menor flexibilidade e maior dificuldade de adsorgfio na superficie de eletrodos
(Brabec, 1981; Palecek & Fojta, 2001).
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Figura I11.3. Mecanismos de redugfo para citosina (a) e adenina (b) em eletrodo

de mercirio (Palanti ef al, 1996; Smith & Elving, 1962a; Smith & Elving,
1962b).
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Figura 1I1.4. Mecanismos de oxidag8o para adenina (a) ¢ guanina (b} em eletrodo

de grafite piroliico (Palanti ef al, 1996; Smith & Elving, 1962a; Smith &
Elving, 1962b).
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IIL3. MATERIAIS DE ELETRODOS

Em principio, materiais de eletrodos tais como ouro, platina e materiais
carbonaceos, etc, podem ser usados para a construcdc de biossensores
amperomeétricos. Porém, eletrodos a base de carbono tem tido extenso uso devido
as suas caracteristicas vantajosas tais como, versatilidade, baixo custo, correntes
residuais e resisténcia elétrica baixas ¢, uma ampla faixa de potencial de trabalho
(Svancara et al., 2001). O carbono ¢ morfologicamente diverso existindo em
varias formas apropriadas para aplicacdes eletroquimicas, como fibras de

carbono, carbono vitreo, pasta de carbono, compésito e eletrodos IMPTESSOs,

HL3.1, KIETRODOS DE PASTA DE CARBONG
Dentre todas as formas de material carboniceo para construcdo de

eletrodos, a pasta de cartbono ¢é umas das mais utilizadas por apresentar
caracteristicas como baixo custo, facilidade de removagio da superficie e
possibilidade de miniaturizagio. Outra grande propriedade deste material ¢ a
versatilidade de configuragdes de eletrodos. O uso da pasta de carbono
possibilita a modificagio interna do material eletrodico, diferentemente do que
ocorre com eletrodos sélidos convencionais onde a modificagiio ocorre apenas na
superficie. Isto significa que € possivel a co-imobilizagdio de enzimas, cofatores,
mediadores, estabilizadores na pasta tomando uma configuragdo de eletrodo sem
a necessidade de adi¢do de reagentes durante a determinagfio (Svancara ef al.,
2001).

A pasta de carbono € uma mistura de grafite em p6 ¢ um liqmdo orgénico
que ¢ imiscivel em contato com solugdes aquosas. A superficie dos eletrodos de
pasta de carbono € muito complexa com muitas possibilidades de mnteragdes. O

liguido orglnico, aglutinante, serve para dar uma forma ao eletrodo ¢ preencher
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as cavidades entre as particulas de grafite, unindo-as. Devido & forma de
construcdo, estes eletrodos, muitas vezes podem apresentar baixa
reprodutibilidade. A grafite ¢ o aglutinante quando misturados manuabmente
fornecem em alguns casos, um material nfc homogéneo, podendo ser dificil
reproduzir as pastas. Tem sido verificado que pequenas diferengas no tempo
usado para a secagem, temperatura, tipo de fampfio e polimento da superficie,

podem ser cruciais para o resultado final (Gorton, 1995).

{11.3.2. ELETRODOS IMPRESSOS (SCREEN-PRINTED ELECTRODE - SPE)

As muitas possibilidades de modificagdes de eletrodos solidos permitem
mimeras configuragdes de sensores para atender a crescente demanda,
principalmente nas areas médicas, industriais e ambientais. Porém, a regeneracdo
da superficie apds o uso ¢ o maior problema para o desenvolvimento de eletrodos
solidos comerciats. Tratamentos fisicos, quimicos ou eletroquimicos nem sempre
sdo apropriados para regencrar eficazmente a superficie do eletrodo. Uma
solugiio para este problema ¢ o desenvolvimento de eletrodos descartiveis,
eliminando a necessidade de regenerago da superficie.

A tecnologia de "screen-printing” (ou "silk-screening™) ¢ bem estabelecida
para produgdo em massa de componentes eletrbnicos como capacitores,
resistores € condutores em circuitos impressos e, tem sido empregada com
grande sucesso na fabricagfio dos eletrodos conhecidos como descartaveis. Esta
tecnologia possibilita a produgfo destes eletrodos a um custo extremamente
baixo (Nascimento & Angnes, 1998). Equipamentos modernos automaticos e
semi-automaticos disponiveis no mercado podem ser empregados, com pequenas
adaptagbes, na preparacio de eletrodos impressos. Um bom exemplo sio as

maquinas de serigrafia, adaptadas eletronicamente e que fazem a fungdio de
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impressoras destes eletrodos sobre um suporte adequado, como mostrada na

Figura IIL5.a (www.chim.unifi.it).

Figura HL5. (a) Modelo de mdquina utilizada na fabricag¢iio de eletrodos
impressos, (b) série de eletrodos impressos em suporte de PVC e (¢)
configuracic de SPE de trés eletrodos (Eletrodo de trabalho = carbono; eletrodo

de referéncia = prata e eletrodo auxiliar = carbono).

O eletrodo impresso (EI ou SPE, do inglés "screen printed electrode”) ¢é
simplesmente um filme depositado sobre um suporte inerte, geralmente de PVC
ou cerdmica de alumina. Em geral, este filme € parcialmente coberto por uma
segunda camada de um material isolante para definir uma 4rea de contato
elétrico numa extremidade e na outra, uma drea para ser a superficie do eletrodo
(Zhang et al., 2000).

Um dos principais aspectos dos SPE ¢ a simplicidade de elaboracio e a
possibilidade de total automacgao na fabricacfo de um sistema completo contendo
os eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia, todos impressos no mesmo

suporte. As Figuras I11.5.b e II1.5.c mostram a impressao de uma série de SPE a
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base de carbono sobre um suporte de PVC. Também, a modificagic de
superficies destes eletrodos pode ser facilmente conduzida, uma vez que os
mimeros artificios utilizados para a modificagio dos eletrodos de pasta de
carbono também se adaptam aos SPE (Mascini ef of., 2001).

As etapas basicas da confecgdio de wm SPE sfo a preparacio ou selegdo da
tinta, seleg@io da tecla, impressdo, secagem e cura. O processo é repetido para
camadas sucessivas. A secagem ¢ cura sfo muitas vezes realizadas numa Ymica
ctapa em femperaturas que vanam desde a temperatura ambiente até 1000°C.
Geralmente o matenial impresso requer aguecimento para a polimerizagio da
tinta antes da camada estar pronta para a proxima etapa de impressio. Camadas
metdlicas s@io também freqientemente utilizadas para imprimir eletrodos de
referéncia ¢ awxalbiar conjuntamente com o eletrodo de trabatho para sistemas de
trés eletrodos (Nascimento & Angnes, 1998).

Tintas condutoras e isolantes comerciais, originalmente desenvolvidas
para aplicagGes na elaboragdo de circuitos impressos na area de eletrfnica, tém
se mostradas apropriadas para serem utilizadas como material base na confeccio
dos SPE. Seus principais componentes sfo aglutinantes como borosillicatos ou
aluminosilicatos, solventes, tais como, efilcelulose e aditivos. Tintas com
elevada condutividade, usadas para a produgdo de contatos elétricos, contém pé
de metais tais como Au, P, Ag e Pd. As tintas somente a base de carbono
também estfio disponiveis, pois sfo largamente empregadas para produgfo de
resistores. Apés a impresséo da tinta no suporte, o filme ¢ seco e, por meio deste
processo forma-se um filme duro e aderente, com espessura de 10-20um, com
propriedades mecimnicas ¢ elétricas desejadas. O uso de suportes cerfmicos é
bastante adequado quando sfo necessirias temperaturas altas de cura. Mais

recentemente, tintas que requerem temperaturas de cura mais baixas tém sido
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desenvolvidas, usando-se polimeros ao invés de vidros como aglutinantes. A
composigio exata e ¢ processo de fabricagdo das tintas comerciais fazem parte
de patentes ¢ ndo sdo inteiraments reveladas (Nascimento & Angnes, 1998). As
caracteristicas de fabricagfio, bem como as diversas aplicagfes dos eletrodos
screen-printed 18m sido revisadas (Hart & Wring, 1997, Nascimento & Angnes,
1998; Hart el al., 2004).

O bom desempenho dos SPE em sistemas analiticos deve-se as suas
caracteristicas umicas como eliminag3io do problema de passivacdo da superficie
¢ possibilidade de miniaturizacic destes eletrodos, ftomando-os bastante
apropriados para a sua integracdo a pequenos equipamentos portafeis. Em
sistemas envolvendo sensores ¢ biossensores, a utilizacfio destes eletrodos

possibilita o desenvolvimento de dispositivos versateis, praticos e de baixo custo.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL
Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de gran analitico ou de (
laboratério, sem prévia purificagfo. Todas as solugdes foram preparadas

momentos antes dos ensaios com agua purificada pelo sistema Millki-Q.

V... PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL SEGUIDO
ESTUDO DO BIOSSENSOR A BASE DE HRP

NO

IV.1.1. REAGENTES E MATERIAIS

As solugdes ufilizadas no preparo do biossensor a base de HRP estio

descritas a seguir. Os demais reagentes ¢ materiais usados no sistema estdio
mostrados nas Tabelas IV.1 e IV 2.

» Horseradish peroxidase, HRP (E.C. 1.11.1.7), adquirida da Sigma (EUA), 290
U/mg liofilizada. Uma solugdo Img mi” foi preparada e estocada sob
refrigeragdo (4°C) por no maximo uma semana.

» Glutaraldeido 50% (m/v) adquirido da Sigma (EUA), foi utilizado como
reagente de imobilizag8o. Uma solug@io de glutaraldeido 5% (v/v) foi preparada e
mantida sob refrigeragdo (4°C) por no méximo uma semana.

» Aditivo / estabilizador: DNA (D1626 de testiculos de salmio) foi adquirido da
Sigma (EUA). Uma aliquota contendo uma quantidade equivalente de 0,1mg de
solugdo de DNA 0,05 mol I'" preparada em tampdo acetato (pH = 4,7), foi
adicionada na pasta no momento da adigio da enzima.

> Silica gel com didmetro médio de poros de 6 nm, area superficial especifica de
329 m’g’ e tamanho de particula de 0,040 - 0,063 nm foi usada sem nenhum
tratamento prévio.




Capitulo IV - Experirnental Biossensor a2 base de HRP 50

» Lamina de platina 99,9 % com 0,25 mm de espessura e grafite em pd 99,9 %,
com granulometria de 1-2 micron foram adquiridos da Aldrich.

Tabela IV.1. Reagentes utilizados no estudo do biossensor a base de HRP.

REAGENTES PROCEDENCIA
Nuygol (dleo mineral) Schering-Plough Ltda.
Substratos da enzima

Acido cafico Acros
Acido clorogénico {99%;) Acros
Acido gélico Sigma
Acido tanico Merck
Catecol (99%) Aldrich

(+) - Catequina Sigma

(-) - Epicatequina Sigma

(-) - Galato de epicatequina Sigma

{-) - Galocatequina Sigma
Peroxido de hidrogénio 30% (v/v) : Merck
Quercitina (99%) Acros
Tampoes

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etano Sigma
sulfénico (Hepes)

Acido 1,4 piperazina-dietano sulfénico (Pipes) Sigma
Fosfato de sédio dibasico anidro P.A. Synth
Fosfato de sédio monobésico anidro P.A. Synth

Tris-hidroximetil-aminometano (Tris) Sigma
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Tabela IV.2. Reagentes utilizados no estudo de interferentes, no método de
Folin-Ciocalten e no estudo de antioxidantes.

REAGENTES PROCEDENCIA
Acido ascorbico Merck
Acido citrico Sigma
Acido glutdmico Sigma
Acido tartarico Sigma
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (90%) Sigma
Cafeina Vetec
Carbonato de sodio Synth
Glicose Vetec
Reagente de Folin-Ciocalteu 2,0 N Sigma
6-Hidroxi-2,5,7, 8-tetrametil-croman-2-acido Acros
carboxilico (Trolox)

1v.1.2. MODIFICACAO DA SUPERFICIE DA SILICA GEL COM GXIDO DE

TITANIO - SINTESE DA MATRIZ STLICA-TTTANIO (Si -Ti)

A superficie da silica gel foi modificada com déxido de titAnio conforme
procedimento descritc por Kubota ¢ col. (Kubota er al., 1991). A reagdo de
modificagdo da superficie da silica ocorre através de seus grupos silandis, onde
60g de silica gel foi previamente ativada a 150°C por quatro horas. Apos, este
material foi misturado com 10ml de tetracloreto de titdnio em 300ml de
tetracloreto de carbono ¢ deixados em refluxo por oito horas. Em seguida, a
silica fo1 filtrada, lavada com tetracloreto de carbono e seca a vacuo. O material
seco foi hidrolisado por imersfo em dgua deionizada, depois de lavado até teste

negativo para cloreto e seco em estufa 3 150°C.
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V.1.3. CARACTERIZACAO DA MATRIZ SILICA-TITANIO (Si-Ti)

Como a caracterizagic detalhada deste tipo de material j& foi realizada -
(Kubota ef al, 1991), foram feitos somente a determinagfio da quantidade de
titdnio (IV) enxertado na superficie da silica gel e a determinacfio da mudanga da
area superficial do novo material.

O teor de éxido de titAnio enxertado na superficie da silica foi determinado
por Fluorescéncia de Raios-X, os padrdes utilizados para a construgio da curva
de calibragfio foram preparados a partir da mistura da silica gel com 6xido de
titdnio previamente triturado. A 4rea superficial foi medida pelo método BET de

multipontos (Brunauer, Emmet, Teller).

1v.1.4. IMOBILIZACAO DA ENZIMA

O procedimento consistiu em ativar, inicialmente, a superficie da silica-
titdnio com glutaraldeido e solugfio tampdo fosfato 0,1mol I, pH =70 ¢ apés a
secagem do material adicionou-se a solugfio de emzima. A enzima Horseradish
peroxidase (HRP) foi imobilizada sobre a superficie da silica modificada por
ligagdo covalente cruzada. Para isto, foram usados 25 mg de Si-Ti, 5 ml de
glutaraldeido 5% (v/v) e 100-300 mi de solugiio de HRP lmg ml' o qual
corresponde 0,6 a 2 U mg” de pasta de carbono. O DNA foi acrescentado 3 pasta
no momentc da adigdo da enzima. O uso do DNA como aditivo geralmente

garante melhor desempenho em termos de sensibilidade e estabilidade (Rosatto
et al., 2001)

IV.1.5. PREPARACAQO DO ELETRODO DE PASTA DE CARBONO -
CONSTRUCAQO DO BIOSSENSOR

Na preparagdo do eletrodo de pasta de carbono foram misturados 25 mg de
grafite em pod e 25 mg de Si-Ti contendo HRP imobilizada, a esta mistura
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adicionou-se uma quantidade (= 35 ul) de 6leo mineral e misturou-se até obter
uma pasta homogénea.

Esta pasta foi colocada em uma cavidade na extremidade de um tubo de
vidto (0,4 mm de diimetro imterno) com uma profundidade de I1mm e
pressionada para conseguir uma superficie lisa. O formato do eletrodo é

mostrado na Figura IV 1.
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Figura IV.1. Esquema do eletrodo de trabatho modificado com Si-Ti / HRP,

iv.1.6. CKLULA ELETROQUIMICA E INSTRUMENTACAQO

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da
Autolab® modele PGSTAT 30 (EcoChemie, Holanda) interfaceado a um
microcomputador para controle de potencial, aquisi¢dio e fratamento de dados.

Utilizou-se uma célula eletroquimica de trés eletrodos (Figura 1V.2),
usando o biossensor como eletrodo de trabalho, uma espiral de platina como
eletrodo auxiliar ¢ eletrodo de prata/cloreto de prata como referéncia. Também
utilizou-se para medidas de pH das solugdes, um potenciémetro modelo Corning
350.
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Figura IV.2, Esquema da célula

eletroguimica de trabalho.

IV.1.7. APLICACAO EM AMOSTRAS VEGETAIS

Para avaliar a sua performance, o biossensor foi aplicadec em amostras
comerciais de chd e café. No caso das amostras de chds antes de preparar os
extratos, foi feita uma amostragem que consistiu em misturar em um recipiente,
todas as quantidades dos envelopes individuais dos chds contidos em uma
embalagem comércial. Apos, os extratos em uma concentragdo de 1% (m/v),
foram preparados por extragio liquido-sélido em dgua deionizada (100°C) por
15 min.

A quantidade de fendis totais foi calculada utilizando curva de calibracio
em fun¢do da concentragcdo de 4cido clorogénico. A resposta obtida foi
comparada com a obtida pelo método oficial de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,
1999). Os dois tipos de amostras ndo necessitaram de tratamento prévio quando
quantificadas pelo método do biossensor. Para o método de referéncia as
amostras de café foram centrifugadas por 10 min. (2500 rpm) e foram diluidas
seis vezes em dgua deionizada. As amostras de chd foram diluidas quatro vezes

em 4gua deionizada.
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IV.1.8. DBETERMINACAQO DE FENOIS TOTAIS PELO METODO DE
FOLIN-CIOCALTED

A concentragio de fendis totais nos extratos vegetais foi determinada por
espectrofotometria conforme procedimento padrio de Folin-Ciocalten (Singleton
et al., 1999). O método baseia-se na reagfo entre o reagente de Folin-Ciocalteu
(uma mistura de heteropolidcidos fosfomolibdico e fosfotungstico) & compostos
fendlicos. Os produtos resultantes da oxidagfio formam um complexo azul com
molibdénio e tungsténio.

Neste teste wma aliquota de 30ml de solugdic da amostra diluida foi
misturada com 150mil do reapente Folin-Ciocalteu comercial e 450ml de
carbonato de sédio 20 %. O volume final foi ajustado com agua destilada. A cor
gerada ap0Os duas boras de reag3o 2 temperatura ambiente foi lida 3 735 nm em
um espectrofotbmetro UV/VIS Pharmacia Biotech®, modelo Ultrospec 2000,
conectado a um PC com software Wavescan®. A curva de calibragio foi obtida

utilizando acido clorogénico como padrio.

IV.1.9. DETERMINACAQ DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO
METODO DO DPPH®

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo emsaio do radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH") (Molyneux, 2004). O método baseia-se na
reagdo entre uwm antioxidante (AH) com uma solugio do radical livre
relativamente estadvel DPPH', disponivel comercialmente.

Neste teste, aliquotas de volumes conhecidos dos extratos vegetais, foram
adicionadas a uma solugdio etandlica 0,1mmol 17 de DPPH’ Na forma radicalar,

DPPH’ apresenta um maximo de absorgéo a 517nm, porém, sob redugdio por um
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antioxidante a forma estabilizada (nfo radicalar) do DPPH ndo apresenta
absorgio.

O decréscimo da absorbéncia da solugfo do radical a 517nm, apds 15 min
de reaclo, foi monitorado em um espectrofotdmetro UV/VIS Pharmacia
Biotech®, modelo Ultrospec 2000, conectado a um PC com software Wavescan®.
Todos os testes foram realizados em triplicata e o Trolox foi utilizado como

composto de referéncia antioxidante.
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Iv.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL SEGUIDO NO
ESTUDO DO BIOSSENSOR A BASE DE DNA

IV.2.1. REAGENTES E MATERIAIS
Os reagentes e materniais utilizados no estudo do biossensor a base de

DNA estio mostrados na Tabela IV 3.

Tabela IV.3. Reagentes utilizados no estudo do biossensor a base de DNA.

REAGENTES PROCEDENCIA
Acetato de sédio Merck
Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) Merck
Cloreto de s6dio -~ Merck
dsDNA type XV (Calf thymus) Sigma
Fosfato de s6dio dibasico anidro P.A. (Na,HPOy) Merck
Fosfato de sodio monobasico anidro P.A. (NaH,POy) Merck
Perdxido de hidrogénio (30% v/v) Merck
Sulfato de ferro Sigma
6-Hidroxi-2,5,7 8-tetrametil-croman-2-acido Sigma

carboxihico (Trolox) 97%

IV.2.2. ELETRODOS IMPRESSOS (SCREEN-PRINTED ELECTRODE- SPE)

O eletrodo impresso foi adquirido comercialmente da empresa SIAP
(Florenga, Italia). O eletrodo (célula eletroquimica descartavel) é constituido de
um eletrodo de grafite circular (difmetro de 3mm) como eletrodo de trabalho,
um eletrodo de prata como pseudo-eletrodo de referéncia e um eletrodo de

grafite como auxiliar. O eletrodo foi impresso em um suporte de poliéster
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(espessura de 450 micron). A dimensdo de cada eletrodo descartivel é de 0,8cm
X 3cm. Para o contato elétrico com o aparelho foi usado um conector padriao RS

conforme pode ser visto em Figura V.3,

Figura IV.3. Conector usado para o contato elétrico dos eletrodos impressos com

o aparelho de medidas eletroqﬁimicas,

IV.2.3. PREPARACAO DO BIGSSENSOR A BASE DE DNA

Para preparar o biossensor, inicialmente foi realizado um pré-tratamento
eletroquimico no SPE por aplicagdo de um potencial de +1,6V vs Ag-SPE por
120s e ap6s +1,8V vs Ag-SPE por 60s em tampio acetato 0,25mol I com 10mM
KCl sob agitacio. |

O biossensor foi preparado por imobilizagdo de dsDNA (Calf thymus)
dissolvido em tampio acetato 0,25M (pH = 4,75), por aplicacio de um potencial
de +0,5V vs Ag-SPE por 300s, sob agitacio.
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1V.2.4. MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um Palm Sens® (Palm
Instruments BV, Holanda) interfaceado a um PC de bolso para controle de
potencial e aquisicio de dados (Figura IV.4).

A técnica eletroquimica utilizada para caracterizaciio do biossensor foi a
voltametria de onda quadrada. O eletrodo foi imerso em solugiio tampio acetato
0,25M (pH = 4,75} contendo 10mM KCl. Os pardmetros do sistema foram: Faixa
de potencial: +0,2V a +1,35V, Frequéncia = 200Hz, Esep = 15mV, Eumpiinge =

40mV. Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

Figura IV.4. Palm Sens® interfaceado a um PC de bolso para conirole e

aquisicao dos dados.

1V.2.5. APLICACAO EM AMOSTRAS

Para avaliar a sua performance o biossensor foi aplicado em amosiras
comerciais de chas. Semelhante como no preparo das amostras para o biossensor
a base de HRP, foi feita uma amostragem, antes de preparar os extratos, que
consistiu em misturar em um recipiente, todas as quantidades dos envelopes
individuais dos chds contidos em uma embalagem comercial. Apés, amostras de
Peumus boldus (boldo), Baccharis genstelloides (carqueja), Cymbopogom

citratus {cidreira), Foeniculum vulgare (erva doce), Mentha piperita (horteld) e
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Cameliia sinensis (verde) em uma concentragdo de 5% (m / v), foram preparadas
por extragdo liquido-solido em 4gua deionizada {100°C) por 15 min. Aliquotas

das amostras, sem nenhum pré-tratamento, foram adicionadas ao sistema.

iV.2.6. EFEITO DE DANO AO DNA E EFEITO DA PRESENCA DFE
ANTIOXTDANTES

Numa primeira etapa o biossensor foi posto em contato em uma solugéo
oxidante (Fenton), com o objetive de promover danos aoc DNA imobilizado. Para
isto, o eletrodo foi imerso em uma solucio contendo ions Fe/EDTA e a
formag@io dos radicais hidroxila ("OH) foi iniciada pela adicdio de H,O; no
sistema. Apds um curto tempo de imersfo na solugio de Fenton (5s), o eletrodo
fo1 lavado ¢ imerso em solugio tampfo acetato para registro do sinal.

O efeito da presenga de antioxidantes foi avaliado pela adig3o de aliquotas
de chas no sistema. O efeito protetor apresentado pelas amostras foi comparado
ao efeito apresentado por uma solugédo de Trolox.

O efeito da interagdo dos radicais hidroxila com o DNA imobilizado e o
efeito da presenga das amostras no sistema, foram avaliados pelas mudangas no
pico de oxidagdo da guanina em um potencial préximo a 1V obtido por
voltametria de onda quadrada.

Para minimizar as diferencas entre os eletrodos usados individualmente, as
medidas foram feitas obtendo-se os resultados em termos do sinal relativo
(normalizado) entre a corrente de pico do eletrodo na auséncia/presenca de
antioxidante (I,) e a corrente de pico do eletrodo referente ao sinal do dsDNA

(Izpwa) para o mesmo eletrodo e obtidos de acordo com as etapas a seguir:
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a) Sinal do branco (Ipbmnco) corresponde ac sinal do dsDNA e € expresso como a
razdo entre a prnimeira (Ip;) e segunda (Ip) medida das correntes de pico, obtidas

em tampéo acetato;

b} Lpna-> corresponde somente a medida da corrente de pico do dsDNA em

tampdo acetato;

¢) Efeito da solugfio de Fenton — E expresso como a razfio entre as correntes de
pico, pafa um mesmo biossensor, apés a imersfo na solucfo de Fenton, na

auséncia de antioxidante (I,.) € a corrente de pico do dsDNA (Ipwa), (e / Lipwa);

d) Efeito da presenga de antioxidantes no sistema —» é expresso como a razio
entre as correntes de pico, para um mesmo biosensor, apos a imersdo na solugdo

de Fenton, na presenga (I,,) de antioxidantes ¢ a corrente de pico do DNA
ﬂpDNA): (Ipp / IpDIM.)-

Os resultados I, / Lpna foram comparados com I, / Lpna € relacionados
com © branco. Para um antioxidante ideal a razfio I, / Ijpna deve ser igual a

razio do branco.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAQD

V.1. BIOSSENSOR A BASE DE HRP - Caracterizacio da matriz

sflica-titdnio (Si - Ti) e imobilizaciio da enzima HRP

O uso de silicas quimicamente modificadas possui a vantajosa propriedade
de combinar as caracteristicas intrinsecas da matriz inorganica 3 reatividade
particular dos modificadores. Para estudos eletroquimicos o uso de silicas
modificadas permite produzir na interface eletrodo-soluciio uma variedade de
funcionalidades orglnicas que estfio covalentemente ligadas 3 matriz condutora,
prevenindo o seu desprendimento para a solug8o, como ocorre muitas vezes, para
espécies orginicas adicionadas diretamente sobre o material de eletrodo.

A silica modificada com éxido de titAnio ¢ um material bem conhecido por
sua estabilidade térmica ¢ quimica em meio neutro e 4cido. As caracteristicas
gerais da silica gel tais como: porosidade, 4rea superficial, tamanho do poro,
tamanho da particula nfio sfo afetadas de forma significativa pela imobilizagdo
do oxido de titdmio. O éxido de titdmio oferece uma boa possibilidade para
imobilizar enzimas devido a sua afinidade pelos grupos carboxilicos dos residuos
de aminodcidos terminal das moléculas de enzima (Kubota et ai., 1991).

A sintese da Si-Ti foi seguida de acordo com o procedimento descrito por
Kubota e col. (Kubota ef al., 1991). O método de preparacdo ¢ bastante eficiente
e reprodutivel. O processo ¢ realizado em duas etapas; a primeira consiste no
enxerto do tetracloreto de fitdnio na superficie da silica, seguido da hidrolise
originando o éxido de titanio, representado pelas equagdes a seguir:

CCl,
n(=S10H) + TiCly —— (=8Si0),TiCly, + nH(l
(=510, TiClyp + (400 ——— (=5i0), Ti(OH),., + (4-n)HCI
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Como a caracterizagio desse material ja foi investigada {Kubota et al.,
1991), foram feitas somente a determinaciio da quantidade de titAnio Iv)
enxertado sobre a superficie da silica-gel por medidas de Fluorescéncia de Raios-
X e a determinagdio da 4rea superficial pelo método de multipontos BET. O teor
de &xido de titdnio obtido foi de 0,33 mmol g' de silica enquanto que, 2
modificagdo da superficie da silica com éxido de tithnio promoveu uma
diminuicdo da drea superficial, que era inicialmente de 329m%e” e
posteriormente ocorreu uma reduclic para 294m’g’. Estes resultados estio de
acordo com a literatura (Kubota ef al., 1991), onde uma diminuigio da 4drea
superficial pode ser atribuida ao bloqueio dos poros menores da silica durante o

processo de modificacio.

A imobilizagdo de HRP sobre ST foi muito simples e provaveimente
ocorre através do grupo carboxilico da enzima e o 6xido de titinio enxertado
sobre a superficie da silica de maneira similar ac descrito por Kennedy e col.
(Kennedy & Kay, 1976; Kennedy & Cabral, 1987). O glutaraldeido foi utilizado
para fixar a enzima através de ligagGes intermoleculares, conforme a Figura V. 1.
(Scouten et al., 1995), por meio de ligagio covalente cruzada. Neste método,
ocorre a formagdo de uma rede polimérica (formagio de particulas
macroscopicas) em decorréncia da formacgdio de ligagbes covalentes cruzadas

entre as moiéculas de enzima e\ou moléculas do suporte com o reagente de
imobilizacio. |
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~CH=N-Enz-N=CH(CH,),CH=N-Enz-N=CH-
N
[
CH

|

OHC(CH,YCHO + H N-Egz-NiL, = (CF3);

i
N

~CH=N-Enz-N=CH(CH,),CH=N-Enz-N=CH-

Figura V.1. Ligac8o cruzada envolvendo a reaglio entre o glutaraldeido ¢ os grupos amina

residuais livres da enzima (Scouten e ol , 1993).

V.2. MECANISMO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR A BASE DE

HRP

A Figura V.2 representa as reagdes envolvidas no mecanismo de resposta
de eletrodos modificados com HRP para detecgio de compostos fendlicos. Os
biossensores a base de HRP seguem wma cinética de dupla-troca modificada
(pingue-pongue), caracterizada pela interagdo com dois substratos diferentes, ©
peréxido de hidrogénio ¢ um composto doador de elétrons como um derivado
fendlico (Dunford, 1991). De acorde com este mecamismo, as moléculas de
enzima na superficie do eletrodo s@io oxidadas pelo peréxido de hidrogénio,
sendo em seguidas reduzidas pelo composto fendlico. Durante esta ultima
reacgdo, as moléculas de composto fendlico sdo convertidas em quinonas e/ou
radicais livres e esses produtos, normalmente eletroativos, podem ser reduzidos
em potenciais proximos de OV vs ECS. A corrente de redugio medida €
proporcional a concentragdo do composto fendlico na solugdio. Os compostos
fenolicos geralmente facilitam a transferéncia eletrfnica e sfo usados como

mediadores de elétrons na reacio.




Capitulo V - Resuitados ¢ Discussio Biossensor 2 base de HRP £8

Eletrodo

EEIy e
AH

{Composto II, Fe'V=0, P)

Figura V.2. Reagbes envolvidas no mecanismo de resposta do biossensor a base de HRP para
compostos fenodlicos.

A sensibilidade de muitos biossensores a base de HRP ¢ limitada pela alta
corrente devido a transferéncia de elétrons direta entre a enzima e a superficie do
eletrodo na presenga de perdxido de hidrogénio. A .coniribuigﬁo da transferéncia
direta de elétrons, neste caso, pode ser ignorada como pode ser visualizado na
Figura V.3. que mostra os voltamogramas ciclicos do biossensor desenvolvido,
obtidos em solugfio tampdo fosfato na presenca/auséncia de H,O, e ACG. Pode-
se observar que na solugdo contendo somente o H,O,, a corrente eletrocatalitica
direta foi blogueada na superficie do eletrodo. A transferéncia de elétrons direta
¢ bloqueada provavelmente devido ao carater isolante da matriz onde a enzima
estd imobilizada (Rosatto ef al., 1999).
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Quando o acido clorogénico esté presente no sistema, verifica-se uma alta
corrente catédica. Isto pode ser associado ao processo catalitico de reduciio dos

radicais fendlicos formados na reagéio do 4dcido clorogénico com os compostos
intermedidrios oxidados da HRP.
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Figura V.3. Voltamogramas ciclicos comparativos do eletrodo de pasta de carbono em solugio
tampo fosfato 0,1 mol I'', pH = 7,0; em condigBes estaticas, (a) (——) eletrodo de ST/HRP; (b)
(...} eletrodo ST-HRP na presenga de 500umol 1! de H,0; e (c) (—) eletrode ST-HRP na
presenca de 500umol I'! de HyO, e 50umol I de ACG. v = 20mVis.
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V.3.AVALIACAQ E OTIMIZACAO DO BIOSSENSOR

V.3.1. EFEITO DA QUANTIDADE DE HRP NA PREPARACAOC DO
BIOSSENSOR

A quantidade de enzima utilizada deve ser suficiente para garanfir a reacio
com o substrato. Teoricamente um aumento na concentragio de enzima favorece
um aumento na velocidade de reagfio enzimatica, porém para conceniragfes
muito altas da proteina, pode causar limitagBes difusionais, diminuindo a
sensibilidade do biossensor. A Figura V.4. mostra o efeito da quantidade de
enzima HRP na resposta do biossensor, para 50 mg de pasta preparada, em
termos de sensibilidade da curva de calibragio para ACG. A resposta aumenta a
medida que aumenta a guantidade de enzima ¢ para quantidades maiores que
1,45 U de enzima observou-se uma diminuicio da sensibilidade do sensor. Este
comportamento pode ser explicado em termos dos comentarios feitos acima.
Optou-se para preparar o bicssensor o uso de 1,16 U mg” porque nfio houve

variagdo significativa de sensibilidade entre 1,16 a 1,45 Umg™.

wg 140 | i,‘,/"" \\
% ) Figura V.4. Efeito da quantidade de enzima
% 12or HRP na resposta do biossensor para 4cido
2 L clorogénico, s = OmV Ag/AgCl solugio
% 100+ / tampdo fosfato 0,1 mol I', pH = 70 e
k- . [H,0,] = 500 pmol I

E TR e e am

HRP (U mg™
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Figura V.5. Influéncia da concentragio de H,0, sobre a resposta do biossensor para acido

7.0 contendo 10umol I'! de

clorogénico obtida em solugBo tampdo fosfate 0,1 mol I, pH

acido clorogénico, B =0 mV vs Ag/AgCl
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V.3.3. INFLUENCIA DO TIPO E DA CONCENTRACAQO DA SOLUCAO

TAMPAQ

A atividade de um sistema enzimatico depende néo s6 do valor de pH, mas
também do tipo ¢ concentragdo usada da solugfio tampdo que pode afetar a
atividade da enzima. Por isso a resposta do biossensor foi avaliada na presenca
de solugfo tampdo Fosfato, Tris, Pipes e Hepes, com o mesme pH e
concentracdo.

A Figura V.6. mostra as respostas obtidas em termos de sensibilidade da
curva de cahibragio do 4cido clorogénico, utilizando diferentes tampdes. A
melhor resposta foi obtida em solugfo tampdo fosfato. O tampdo fosfato é um
importante metabélito e ¢ conhecido por inibir a atividade de algumas enzimas
como quinases, dehidrogenases e ureases (Stevens, 1993). Porém, neste caso o
tampio fosfato pode atuar como ativador da enzima, o que justificaria o
resultado obtido. Uma outra possibilidade seria a interacio entre o fon fosfato ¢ o
ferro do grupo heme da enzima e\ou a melhor facilidade dos ions difundirem
através do eletrodo de pasta de carbono, em comparagdio com os anions dos
outros tampdes investigados.

A influéncia da concentraggio da solugio tampdo na resposta do biossensor
pode ser vista ma Figura V.7. Observa-se um aumento significativo da
sensibilidade do biossensor, com o aumento da concentragio até 0,25mol I
Acima desta concentragfio a sensibilidade praticamente manteve-se constante.
Assim, fixou-se a concentra¢do da solucio tampdio fosfato ignal 2 0,25 mol I

para os estudos posteriores.
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Figura V.6. Efeito da solucdo tampio sobre a resposta do biossensor em termos de
sensibilidade, obtida em um potencial aplicado de OmV vs Ag/AgClL, [H20,] = 500umol I, pH
das solugdes = 7,0 e concentragdo das solugdes = 0,1 mol I, [HRP]=1,2U mg'i.
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Figura V.7. Influéneiz da concentragio da solugio
tampdo fosfato na resposta do biossensor, pH das
solugBes testadas = 7,0, E;p. = 0 mV vs Ag/AgCle
[H,0,} = 500umol I' e [HRP] = 1,2 Umg ™.
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V.3.4. INFLUENCIA DO pH DA SOLUCAQO TAMPAO
O efeito do pH na estabilidade da enzima deve ser levado em consideragio

no estudo porque as enzimas apresentam um pH caracteristico em que sua
atividade ¢ maxima e acima ou abaixo desse pH, a sua atividade se reduz.

A Figura V.8. mostra a influéneia do pH da solugfo tampdo sobre a
resposta do biossensor para dcido clorogénico, na presenca de H,0,. Pode-se
observar pela tendéncia do grafico que em pH proximo ou igual a 7,0 a resposta
¢ maxima, esse pH € o mesmo valor observado para a enzima soltvel (Machly,
1955).
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Figura V.8. Resposta do biossensor para écido clorogénice em fungiio do pH da solucio
tampiio fosfato 0,1 mol I, By = 0 mV vs Ag/AgCl e [H;05] = 100umol I & [ACG] =
20pmol I,
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¥.3.5. EFEITO DO POTENCIAL NA RESPOSTA DO BIOSSENSOR

O potencial de trabatho tem uma influénecia significativa na resposta do
sensor. O valor de potencial aplicado ao eletrodo ird contribuir para um aumento
da sensibilidade e seletividade do sistema. Por isso estudou-se o efeito do
potencial aplicado e os resultados estfio apresentados na Tabela V.1. Observa-se
um aumento da sensibilidade na resposta do biossensor 2 medida gue o potencial
imposto ao eletrodo torna-se mais negativo. Apesar disto, o potencial foi fixado
em -50mV vs Ag/AgCl, porgue foi observada uma pequena variagfio nos valores
de sensibilidade na resposta do sensor entre -50mV a -100mV. Este intervalo ¢
mais apropriado para as medidas, porque em mtervalo de potencial -200mV a
0mV vs ECS, a contribuicdo de espécies interferentes ¢ minimizada. Outra
justificativa seria devido ao fato que em potenciais mais negativos tem sido
observado uma desativagio irreversivel da HRP, devido a formacdo de um

estado inativo da enzima (Cséregi et al., 1993).

Tabela V.1. Influéncia do potencial aplicado sobre a sensibilidade da resposta do
biossensor para acido clorogénico, obtida em solugio tampido fosfatc 0,25

mol I"', pH = 7,0 com 500 pmol 17 de H,0,.

Eapt (mV vs Ag/AgCl) Sensibilidade (nA I pmol™ cm™)
100 5242
50 73x1
0 136+ 2
-50 156 + 3

-106 159+ 2
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V.4. CARACTERISTICAS DO SENSOR

V4.1, CURVA ANALITICA E TEMPO DE RESPOSTA PARA ACIDO
CLOROGENICO
A Figura V.9. mostra a curva de calibragdo obtida com o biossensor para o

acido clorogénico, na presenga de HyO,, em solugiio tampao fosfato, pH=70.0
biossensor nestas condigSes mostron uma faixa de trabalho de 1 a 50umol 1’
ajustada pela equacdo, j = 323 (x 73) + 181 ( 2.4) [4cido clorogénico], com um
coeficiente de correlagfo de 0,9997, n = 6, onde a densidade de corrente j édada
em nA cm” ¢ a concenfragfio de 4cido clorogénico em pmol I, com uma
concentragdo fixa de H,O, de 500umol L. O limite de detecgéc foi de 0,7 umol
i calculado como sendo 36/S (Analytical Methods Committee, 1987) onde o é
o desvio padrio ¢ S a sensibilidade.
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Figura V.9. Curva de calibragdo obtida com o biossensor 8i-Ti / HRP com DNA para &cido
clorogénico, na presenga de 500 umol I'' de HyO., em solugdo tampio fosfato 0,25 mol I, pH
=7,0, B = -50 mV vs Ag/AgCl e 1,2 Umg™ de HRP.
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O tempo de resposta relaciona-se com a difusfo do substrato através do
eletrodo e a difusdo dos produtos formados para fora do mesmo. O tempo de
resposta considerando o tempo no qual ocorre uma mudanga de 100% no sinal,
foi aproximadamente 1s como pode ser visto na Figura V.10. Este tempo de
resposta € bastante curto considerando que o eletrodo é a base de pasta de
carbono. Esta resposta rapida esteja provavelmente relacionada com a forma e o
procedimento usado para construir o biossensor. O eletrodo desenvolvido a base
de pasta de carbono / Si-Ti modificado com HRP e contendo DNA, resulte num
sistema bem empacotado, tornando dificil 2 difusfic da solugdo através da pasta,

pois somente 0s sitios superficiais devem contribuir para a resposta.
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Figura V.10. Resposta em fun¢io do tempo apresentado para o biossensor, em solugfio tampfio
fosfato 0,25umol I, pH = 7,0, Euy. = -50 mV vs Ag/AgCL, 1,2 Umg™ de HRP, 500umol I'
H,0; adicionados e 10umol I de ACG.
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V.4.2. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO BIOSSENSOR

Entre os maiores problemas referentes 3 pesquisa envolvendo biossensores
enzimaticos estd a estabilidade operacional que é dependente do tempo de vida
¢/ou da desnaturagfo por inativagfio da enzima empregada.

O DNA foi adicionado 4 pasta de carbono como aditivo e o seu uso é
justificado na tentativa de melhorar a sensibilidade e estabilidade do biossensor.
O DNA possui uma natureza condutora o que facilita a transferéncia de elétrons,
além de proporcionar um ambiente hidrofilico para a enzima favorecende a
catalise (Rosatto ef al., 2001). Uma outra justificativa para a incorporagdo do
DNA em biossensores para a detecgfio de compostos fendlicos ¢ a melhor
estabilidade observada. Este efeito estaria relacionado ao fato do DNA reagir
com 0s possiveis radicais livres (Wu er al., 1998). Na reacsio da peroxidase
imobilizada em eletrodos durante a conversic dos fendis em quinonas,
dependendo da extensfio da reagdo formariam espécies radicalares e estas
espécies poderiam interagir com a enzima inativando-a.

O perfil do biossensor em fungdo do nimero de determinagdes ¢ a
estabilidade em uso continuo foi verificada. A Figura V.11. mostra a resposta do
biossensor em fungdo do niimero de determinagSes. O biossensor apresentou um
declinio na variagdo da densidade de corrente ap6s 60 determinages sucessivas

e apos este valor o smal decresceu em aproximadamente 40% da sua resposta

inicial.
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Figura V.11. Perfil da estabilidade do biossensor a base de HRP contendo DNA, em fungio do
namero de determinacBes. Resposta obtida em solugio tampio fosfato 0,25 mol I, pH =70,
Eopt. = -30mV vs Ag/AgCL[ H;0,] = 500umol 17,

A estabilidade do biossensor a base de HRP contendo DNA também foi
esiudada em termos da sensibilidade. Para isto foi verificada a resposta do
biossensor construido no dia da preparagdo da pasta e, a sua resposta apos
estocagem da pasta por 30 dias sob refrigeragéd {4°C). Os resultados estio
mostrados na Figura V.12. Pode-se observar que a estabilidade da pasta ¢ boa,
mantendo praticamente a mesma atividade da enzima durante este periodo,
indicando que a resposta do biossensor € confidvel neste intervalo de medida.

O perfil de estabilidade do biossensor ¢ da pasta, em relagio 4 estocagem,
mostra uma grande vantagem em manter o bom desempenho operacional inicial

do biossensor por substituigdo da pasta por uma nova porgdo de pasta estocada

sob refrigeracgéo.
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Figura. V.12. Curvas analiticas para 4cido clorogénico obtidas com o biossensor contendo

DNA no dia da preparagio da pasta ¢ apés 30 dias de preparagiio estocada sob refiigeragio.

Medidas realizadas em solugdo tampdo fosfato 0,25 mol I, pH = 7,0, Eg. = -50mV vs

Ag/AgCL [ Ho04] = 500umol I

A Tabela V.2. mostra as melhores condigtes referentes & otimizacfio do

sistema envolvendo o biossensor, utilizando o 4cido clorogénico como composto

de referéncia. Apods esta parte, foram realizados estudos finais relacionados 3

aplicagfio do biossensor para avaliagdo da capacidade antioxidante de amostras

vegetais.
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Tabela V.2. ParAmetros otimizados para o biossensor a base de HRP.

PARAMETRO VALOR OTIMIZADO
Razdo [Hy00]/ [ACG] <10
pH 7,0
Tampéo Fosfato
[tamp&o] 0,25 mol I
Potencial aplicado -50 mV vs Ag/AgCl
Quantidade de enzima na pasta 1,2Umg"
Faixa de trabalho 1- 50 pmol I
Sensibilidade 181 nA 1 pmol™ cm™
Coef. corr. r=09997 (n=1=6)
Limite de detecgiio 36/ S) 0,7 umol
Tempo de resposta ~1s
Repetibilidade RS8.D.=56%@m=10)

* U mg” = unidades de enzima por mg de pasta de carbono

V.4.3. RESPOSTA DO BIOSSENSOR NA PRESENCA DE DIFERENTES
SUBSTRATOS FENOLICOS

A resposta do biossensor foi avaliada na presenca de outros compostos
fendlicos usualmente presentes em extratos vegetais, pela comparagio com a
resposta destes compostos com a resposta obtida para o acido clorogénico para a
mesma concentragdc de H,(O,. Os resultados estfio apresentados na Tabela V.3.
O perfil de seletvidade pode ser explicado conmsiderando a estabilidade do
radical fendxi em meio aquoso e peia magnitude do potencial aplicado. O acido
clorogénico e seu precursor ¢ 4cido cafeico obtiveram methores respostas. Estes

compostos possuem um grupo acriico ligado com o anel aromatico ¢ gual
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facilita a oxidagio para a correspondente o-quinona. Este radical o-quinona
resultante é estabilizado pela dissipagiio de carga através do sistema conjugado
(Mihailovic & Cekovic, 1971). Por isso o acido clorogénico apresenta melhor
resposia em comparagdo com outros derivados fendlicos mais simples como o
catecol. Por outro lado, compostos flavondides e catequinas apresentaram
respostas menores. Isto pode ser explicado pelo impedimento estérico
dificultando a transferéncia de elétrons entre o sitio ativo da enzima e o
composto, apesar dos seus baixos potenciais de pico anédicos (Taylor &
Battersby, 1967).

Tabela V.3. Resposta relativa do biossensor-HRP para diferentes substratos
fenolicos € seus respectivos potenciais de oxidago para o eletrodo sem enzima.

[composto fendlico] = 30umol I e [H,0,] = 300umol I''.

Composto Estrutura Resposta relativa (%) E;.*/mV
Acido clorogénico 100 + 247
Acido cafeico 96 + 226
Catecol 21 + 268
Quercitina 15 +129 ¢ +240%%
Acido galico FooH 5 + 258
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Continuacdo da Tabela V.3,
Composto Estrutura Resposta refativa (%) E;.*/mV
Acido tanico _ 4 -
Catequinas
{"Tea catechins™)
{(-)- Epicatequina R=HR'= —0H 28 + 206
{(+}- Catequina R=H,R"= —QH 19 + 228
(-)- Galato de
epicatequina i3 -
(-}~ Galocatequina R'=QH; R"= -—-QH 4 -

* Valores reportados a 20 mV/s em tampéo fosfato 0,25 mol I (pH 7,0),. ** valores para a
quercitina para o primeiro ¢ segundo potenciais de pico anddicos, respectivamente, Fp.=

potencial de pico anddico.

V.5. APLICACAO DO BIOSSENSOR A BASE DE HRP EM
AMOSTRAS
V.5.1. ESTUDO DE COMPOSTOS INTERFERENTES

Apesar da seletividade da enzima, eletrodos enzimaticos podem fornecer
resultados errbneos quando usados em amostras reais, porque varias espécies
eletroativas podem estar presentes ¢ afetar o sinal do eletrodo. Alguns compostos
podem atnar como imibidores ou ativadores ou como outro subsirato para a
enzima (Escarpa & Gonzaléz, 2001).
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Glicose ¢ acido ascorbico sdio conhecidos por interferir na determinagéio de
polifendis pelo método de Folin-Ciocalten e podem afetar o sinal do biossensor
(Kong et al, 2001; Singleton et al, 1999). Acido ascorbico pode ser
eletroquimicamente oxidado a baixos potenciais e/ou reagir com o H, O,
adicionado. Por isso, a resposta do sensor foi avaliada, simulianeamente, na
presenca de dcido clorogénico ¢ compostos interferentes comumente presentes
nos extratos vegetais, tais como acido ascorbico, 4cido citrico, 4cido tartarico,
acido glutamico, glicose e cafeina em diferentes razdes molares (1: 0,5; 1:0,7;
1:1; 1:2).

A Tabela V.4 mostra respostas relativas obtidas para 30umol I de 4cido
clorogénico na presenca de diferentes compostos interferentes em vérias razdes
molares. Como pode ser observado o biossensor nfio apresenta interferéncia

significativa na presenga dos compostos testados.

Tabela V.4. Valores de resposta relativa (%) obtidos com o biossensor para 30

umol I" de 4cido clorogénico na presenca de compostos interferentes em

diferentes razdes moiar 8.
Composto Raz#o molar (Acido clorogénico : composto interferente)
mterferente
1:0,8 1:0,7 i:1 1:2
Acido ascérbico 1034 106+4 1011 9+5
Acido citrico 104 +3° 94+1" 103 +3° 96+72°
Acido tartarico 99+ 1" 96 +1" 994+ 2° 1012
Cafeina 95 +2" 100 +2" 96+ 1" 94+ 72"
Glicose 96+ 3 95+1" 94 +2° 99+ 2"
Acido glutdmico 99+ 3" 94 + 4" 99 + 3" 95+2"

* Desvio padrio para trés medidas.
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V.5.2. DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM EXTRATOS
VEGETAIS

No desenvolvimento de biossensores para aplicagfo em amostras, podem
ser encontradas algumas limitacles relacionadas a sensibilidade e estabilidade
operacional, que os torma maptos para uma analise efetiva.

Com o objetivo de verificar a compatibilidade do biossensor desenvolvido
para aplicagdio pratica, foi determinada a concentragio de fendis totais em
amostras de cha e café ¢ os resultados foram comparados com ¢ método oficial
de Folin-Ciocalteu. A Tabela V.5. mostra os resultados obtidos para os dois
métodos utilizando acido clorogénico como composto de referéncia.

Os valores obtidos com o biossensor sfo menores do que os obtidos com
os métodos de referéncia. Estes resultados podem ser explicados considerando os
varios fipos de compostos existentes nas amostras € que a maioria deles podem
reagir com © reagente de Folin-Ciocalteu, obtendo-se compostos com diferentes
coeficientes de extingdo molar, €, resultando em altos valores de concentragfic. O
método de Folin-Ciocalteu apesar de ser bastante empregado para analise de
fenis totais, ele também ¢ usado para quantificar aminoacidos e enzimas
(Singleton et al., 1999), o que faz este teste sujeito a infimeros compostos
nterferentes. As respostas obtidas com o biossensor mosiram-se mais seletivos
em rtelagio a0 método de referéneia. O biossensor nfo responde
significativamente para outros compostos redox nfo fendlicos encontrados em
percentagem relevantes, como exemplificado pelos estudos mostrados no item
V.51
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Tabela V.5. Concentragfio estimada de polifendis determinada em extratos
vegetais pelo método proposto e pelo método de Folin-Ciocalten (FC).

Contelido de polifendis totais (mmol 1) / g amostra

Amostra Biossensor | Meétodo FC
Cha mate 1 31202 311
Ché mate 2 20402 33+0,1
Café instanténeo 1 3,6 +0,1 49+04
Caf¢ instantineo 2 3,406 6,3+0,1
Café em p6 1,00 + 0,02 1,3+0,1

* Desvio padrio para trés replicatas.

V.5.3. ESTUDOS DE RECUPERACAQ

Estudos de recuperagio nas amostras testadas foram realizados com uma
quantidade conhecida de 4cido clorogénico previamente determinada em ambos
os métodos, o método do biossensor ¢ o método de Folin-Ciocalteu. Os
resultados estdo mostrados nas Tabelas V.6 e V.7,

Valores de recuperagio proximos a 100% foram obtidos com o método
proposto e indicam que o biossensor pode ser aplicado neste tipo de amostra sem
interferéncia significativa da matriz. Os altos desvios padrdo observados pas
anglises, para ambos os métodos, podem ser Justificados pelo tipo de amostra. O
teor de polifendis em vegetais é muito variavel em termos de distribuicfo e
concentracdo para uma mesma amostra vegetal, apesar de ter sido feita uma
amostragem cuidadosa. Isto ¢ devido principalmente a fatores ambientais
varidveis, genéticos ¢ dos diferentes tratamentos de cultivo gque o vegetal ¢
submetido (Escarpa & Gonzalez, 2001). Como resultado, as determinagdes em
amostras vegetais podem ter, em alguns casos, baixa reprodutibilidade.
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Tabela V.6. Estudos de recuperaglio em extratos vegetais determinados pelo
método de Folm-Ciocalten (FC) utilizande 4cido clorogénico (ACG) como

composto de referéncia,

Contendo de ACG ACG Recuperacdo
Amostra ACG adicionado  enconirado (%)
(mmot 17) (mmol 1) {(mmol I'")

Chamate 1 1,05 1,50 2,9+0.40 115+ 18

Ché mate 2 1,05 1,50 26%+0,2 102+7
Café mstantineo 1 1,05 1,50 23402 92+9
(Café instantineo 2 1,05 1,50 30204 119+ 16

Café em po 1,05 1,50 24+01 9% x5

* Desvio padriic para trés replicatas.

Tabela V.7. Estudos de recuperagdo em extratos vegetais determinados com o

biossensor utilizando acido clorogénico (ACG) como composto de referéncia.

Amostra Contetdo de ACG ACG Recuperag:ﬁor
ACG (mmol I'') adicionado encontrado (%)
(mmol 1) (mmol I')

Cha mate 1 0,70 1,00 1,68 +0,20 99 + 10

Cha mate 2 0,70 1,00 1,68 0,10 99+ 4
Caf¢ instantdneo 1 0,70 1,00 1,63 +0,05 9% +3
Café instantineo? 0,70 1,00 1,68 £ 0,03 99 +2

Café em po 0,70 1,00 1,68 £0,13 99+ 7

* Desvio padrio para trés replicatas
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A literatura dispSe de muitos biossensores amperométricos desenvolvidos
para compostos fendlicos que apresentam caracteristicas operacionais afrativas
como ampla faixa de resposta linear ou baixissimos limites de detecgio (Liu ef
al., 2000; Campuzano ef af., 2003). Entretanto quando aplicados em amostras,
mutas vezes apresentam baixo desempenho, mostrando resultados nfio muito
confidveis ou mesmo errdneos.

O biossensor exposto neste trabatho teve por objetivo estudar e otimizar
todas as etapas necessérias para que pudesse ser 1til na analise destes compostos
em matrizes vegetais. Neste sentido, os parAmetros estudados relacionados com
0s pardmetros operacionais do biossensor revelaram a 6Otima seletividade e
sensibilidade adequada para aplicagio em amostras vegetais. Isto foi
comprovado pela quantificacdo confidvel do contetdo de polifenéis em amostras
consideradas um tanto complexas, como chid ¢ café sem interferéncia

significativa de outros intimeros constituintes presentes nas amostras.
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V.6. APLICACAO DO BIOSSENSOR-HRP PARA AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS VEGETAIS

V.6.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS
VEGETAIS

Apds avaliar 2 performance do biosensor na determinacio do contetido de
polifendis totais nas matrizes de café ¢ chd, o biossensor foi aplicado na
avaliagdo da atividade antioxidante de amostras de cha preto (extrato fermentado
de Camellia sinensis) e erva mate (extrato de Ilex paraguariensis tipo cha mate e
tipo erva mate). Para isto, primeiramente foi determinada a atividade
tilizando o ensaic do DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil), que se baseia na reagfio de um radical relativamente estivel em

antioxidante dos extratos

solugdo (DPPH") com os compostos antioxidantes (HO-R-OH) presentes nas
amostras (Molyneux, 2004). O mecanismo pode ser ilustrado pelas reacdes:

(DPPH’) + HO-R-OH — (DPPH) : H + HO-R-O°

HO-R-O" + (DPPH)® — (DPPH) : H + O=R=0

O efeito antioxidante, na destruicdo de radicais livres como DPPH",
apresentado pelas amostras em estudo, foi avaliado baseado no calculo do 1Csp.
ICso representa a concentragio necessaria de antioxidante para reduzir 50% da
concentragdo inicial deste radical, calculada por curva de caltbracdo.

Amostras de cha preto mostraram methores valores de ICs, (ICso=0,44 +
0,10 pumol E’l) em comparagdo ac cha mate (ICsp = 12,0 £+ 0,3 pmol ™ e erva
mate (ICso = 35,0 + 0,1umol I'). Estes resultados indicam que provavelmente
folhas de cha preto contém compostos com melhores propriedades antioxidantes.
A variagio apresentada pelas amostras pode ser devido as diferentes
composigGes das plantas testadas. O tipo e a quantidade de compostos fendlicos

em amostras de cha variam dependendo de fatores como: variedade da planta,
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fatores ambientais, sistema de cultivo, época da colheita, tipo de processamento
e condigdes de extragfio (Escarpa & Gonzilez, 2001). Em amostras de c¢ha ndo

fermentadas como o chd mate ¢ erva mate estfio presentes compostos fenélicos

mais simples e, portanto mais facilmente quantificados utilizando o biossensor,
Em amostras de ché preto, durante a fermentaciio dos exiratos de chd verde
(Camellia sinensis) ocorre a oxidag8o destes compostos com a formacgio de
estruturas conjugadas mais complexas, algumas denominadas de teaflavinas

oxidadas (Astill ez ai_, 2001).

V.6.2. CORRELACAD ENTRE A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
{AAT) E O CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS

Para avaliar a existéncia ou nfo de uma correlagiio entre dois parimetros,

foram usadas solugdes de extratos de chd e erva mate em diferentes
concentragbes. Aliquotas de concentragfo conhecida de polifenéis dos extratos
vegetais foram adicionadas & solugfo ectandlica de DPPH. Os valores de
polifendis totais referentes as aliquotas para amostras de ché preto variaram entre
0,018mmol I a 0,15mmol 17, para as amostras de cha mate variaram de
2,3mmol I* a 23mmol I ¢ para as amostras de erva mate os valores variaram de
4mmol I"' a 18mmol I,

A -atividade antioxidante total (AAT) relaciona a absorbancia da solucio
de DPPH™ (AbSpuiso) apos a adigdo do padrfio (Trolox) com a absorbancia da
solugdo de DPPH" (AbSamosra) apds a adigiio do antioxidante, pela seguinte
férmula adaptada de Simonetti (Simonetti ef ai., 1997):

Abs
AAT padzio

ADS pora - ADS e
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As Figuras V.13 e V.14 mostram para o cha preto, chi mate € para a erva
mate, respectivamente, a correlacdo feita entre a atividade antioxidante dos
exiratos com o contetido de polifendis totals quantificado pelo biossensor a base
de HRP. Em todos os casos o coeficiente de correlagio foi maior que 09

indicando que a atividade antioxidante pode ser obtida das seguintes relages:

AAT 4 preto = 39 (3 3) [femol total] + 2,5 (+ 0,3) (r = 0,989)
AAT 5 moae = 0,8 (£ 0,1) [fenol total] + 2,83 (+ 0,60) (r = 0,986)
AAT cova e = 0,3 (£ 0,1) [fenol total] - 0.4 (& 0,6) (r = 0,973)

Apesar das amostras conterem outros compostos com conhecidas
propriedades antioxidantes, como vitaminas ¢ cerios pigmentos, a fragio de
compostos fendlicos é responsavel pela maior parte da capacidade antioxidante,

como pode ser observado pelo bom coeficiente de correlagdo obtido.

;3]

-4
N
7

AAT (mmol I Trolox)
fu ]

r=0,989
{} o ] e i & i
0,00 G,08 ¢,10 0,15 $,20

Polifendis totais (mmol i)

Figura V.13. Correlagiic entre 2 atividade antioxidante total (AAT) ¢ o contetido de polifendis
totais em amosiras de ché preto.
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Figura V.14. Cormrelagio entre a atividade antioxidante total (AAT) e o contetido de polifendis
totais em amostras de cha mate (a) (r = 0,986) ¢ amostras de erva mate (b) {r=0,973).

A fragio de compostos fendlicos nas amostras testes & bastante
significativa e muitos derivados fendlicos ja foram classificados como
componentes antioxidantes em muitos extratos de plantas (Rice-Evans, 2001).
Assim, o biossensor desenvolvido pode ser usado para estimar a atividade
antioxidante de infusdes de chas devido a sua alta seletividade e confiabilidade
na quantificagio de fendis totais. Neste tipo de anglise é mais importante
conhecer a quantidade de femdis totais do que a concentragio das espécies
individualmente. Neste caso, o biossensor pode caracterizar de forma mdireta,

extratos de chas comumente usados para fins terapéuticos.
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V.7. CONCLUSOES PARCIAIS - Biossensor a base de HRP

A configuragic do biossensor a base de pasta de carbone utilizando 2
enzima HRP imobilizada na matriz silica-gel modificada com dxido de titdnio
mostrou-se adequada para o desenvolvimento de um dispositivo amperométrico
apresentando caracteristicas operacionais atrativas para anglise de compostos
fendlicos em amostras reais.

O processo de imobilizagdo da enzima HRP na silica modificada
possibilitou o desenvolvimento de wm biossensor bastante sensivel para acido
clorogénico (181 nA 1 pmol” cm?). Isto se deve ao blogueio da transferéncia de
elétrons direta enfre a enzima ¢ o eletrodo na presenca apenas de perdxido de
hidrogénio, provavelmente devido ao caréter isolante da matriz. O biossensor
também apresentou, uma boa faixa de trabalbo (1 a 50umol 1) e curto tempo de
resposta em um potencial de -50 mV vs Ag/AgCl.

Os resultados obtidos na determinagfo de polifendis em extratos vegetais
utilizando o biossensor foram concordantes com o método oficial, evidenciando
a viabilidade de aplicagdo do método proposto para analise de fendis, sem a
necessidade de pré-tratamento da amostra. Os estudos de recuperagfo mostraram
que o biossensor néc sofre interferéncia significativa da matriz; indicando que o
biossensor ¢ adequado para andlise quantitativa de compostos fendlicos em
extratos naturais.

A partir dos resuitados obtidos utilizando o biossensor foi possivel
correlacionar o contetdo de compostos fendlicos com a capacidade antioxidante
das amostras testadas. Utilizando a correlagio ¢ possivel estimar a capacidade
antioxidante total de extratos de plantas de maneira indireta e seletiva.
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V.8. BIOSSENSOR A BASE DE DNA

V.8.1. CONSIDERACOES NO PREPARO DO SISTEMA

No preparo do sistema utilizando o biossensor a base de DNA como
substratc no processo de oxidagSio por radicais livres (COH), envolven
basicamente trés etapas; a preparagfo do biossensor, a interagdo do biossensor
com a solugdo de Fenton com e sem a presenca de antioxidantes e, a avaliagio
do evento que ocorre na superficie de eletrodo, por meio do sinal do DNA.

O procedimento de imobilizaglio que compreende as etapas de pré-
tratamento da superficie do eletrodo e imobilizagfio do dsDNA, bem como as
condi¢bes gerais do ensato, como tipo e concentragfo do tampdo e pH seguiram
as condigOes descritas em trabalhos anteriores (Marrazza et al., 1999; Chiti et af ,
2001).

Um importante pardmetro otimizado antes da aplicacio do biossensor para
estudos de antioxidantes, foi a concentragio de DNA imobilizado. A Figura
V.15. mostra este estudo. Como pode ser observada a resposta aumenta a medida
que aumenta a concentracdo de DNA ¢ a uma concentragdc maior do que 30
ppm de dsDNA, a resposta do biossensor aproxima-se de um comportamento de
saturacio.

O biossensor com 30 ppm de DNA imobilizado foi aplicado para avaliar a
propriedade antioxidante de chas na presenga de radicais hidroxila ("OH). O
radical "OH ¢ uma das espécies mais comuns que causam dano ao DNA e outras
biomoléculas. No sistema esta espécie foi gerada wvia reagSio de Fenton,
utilizando ferro como catalisador na proporgio 1:2:40 (Fe*":EDTAH,0,).
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Figura V.15. Influéncia da concentraco de dsDNA sobre a resposta do biossensor. Resultados
obtidos em soluclo tampdo acetato 0,25 mol I (pH=4,75), faixa de potencial +0,2V a +1,35V
vs Ag, freqiiéncia = 200Hz, Ege, = 15mV; Eroplitnge= 40mV.

Dentre as condigSes envolvidas no sistema Fenton, o tempo de reacdo
entre o radical *OH e o substrato depende da concentracdo ¢ do tempo de meia
vida da espécie radicalar (Dunford, 2002). No presente estudo, o tempo de
contato do biossensor na solugdo de Fenton foi de apenas 5s. Este tempo foi
suficiente para promover wm dano consideravel no DNA imobilizado. Tempos
de reagdo maiores que este, nio foram observados sinais do biossensor,
indicando que provavelmente o DNA pode ter sido totalmente degradado ou
mesmo lixiviado da superficie do eletrodo pela acfio do radical *OH formado.
Associado a isto, considerando a alta reatividade do H,0,, a reagdo de Fenton foi
iniciada por adiglio deste reagente no sistema. O sistema seguiu a ordem:
Imersdo do eletrodo na solugdio de Fe*'/EDTA seguido pela adigdo do reagente
HO,.
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V.8.2. PERFIL DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR
O perfil de resposta do biossensor pode ser visualizado na Figura V.16.
de onda quadrada do biossensor a base de DNA

antes € apos a sua interagio com a solugio de Fenton. O efeito da presenca de

que mosira 0s voltamogramas

antioxidantes na solugfo de clivagem (solugdo de Fenton) também ¢ mostrado.

O voltamograma V.16.a. corresponde a oxidagfo dos residuos da guanina

em eletrodo a base de grafite. A corrente de pico mostrada é pequena, como
resultado da lenta transferéncia de elétrons entre a guanina e a superficie do
eletrodo de carbono, como reportado na literatura (Popovich er al., 2002).

O efeito do contato do biossemsor com a solugdio de Fenton pode ser
visualizado pa Figura V.16.b que mostra uma corrente de pico menor do que a
corrente do biossensor somente em tampdo acetato (voltamograma a). A
exposigo do DNA a espécies reativas como os radicais hidroxila, conduz a
mudangas quimicas nas bases do DNA ou ruptura da fita que pode resultar na
liberagfo das bases da cadeia polimérica da biomolécula. A visualizacio destas
mudangas utilizando a técnica voltamétrica usualmente ¢ feita pelo decréscimo
do sinal da base danificada (Fojta, 2002). No presente estudo este método de
detecglo baseou-se no decréscimo da corrente de pico da guanina em termos da
percentagem (%) do sinal do DNA.

A mterpretagio desta interagio pode ser feita com base no
comportamento eletroquimico do DNA em eletrodos de carbono. E possivel
sugerir que © decréscimo do sinal devido a interacio do DNA com radicais
hidroxilas, conduz a mudangas no acesso da base guanina na superficie do
eletrodo, para o processo de oxidagdio eletroguimica. Provavelmente, uma lesdo
causada por radicais hidroxila 4 cadeia polimérica do DNA conduza a uma
oxidaglo quimica das bases. Como resultado, a quantidade de guanina disponivel
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para se oxidar eletroquimicamente é menor o que pode justificar o decréscimo do
sinal.

O efeito da presenga de amostras de chas (aliquotas de Baccharis
genstelioides) na solucio de Fenton pode ser visualizado no terceiro
voltamograma da Figura V.16 (voltamograma ¢). O sinal observado é muito
proximo do sinal do DNA intacto (voltamograma a). O efeito protetor da amostra
testada foi comprovado na atividade contra os radicais hidroxila formados no

sistema.

2.0
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Figura V.16. Voltamogramas do biossensor a base de DNA obtidos em solugdo tampgo -
acetato 0,25 mol I' (pH=4,75), faixa de potencial +0,2V a +1,35V vs Ag-SPE, frequéncia
=200Hz, Eqep = 15mV; Euplinae=40mV. (a) sinal do biossensor-DNA (sinal do branco), (b)
sinal do biossensor apds a imersdo na soluglio de Fenton, Fe*" EDTAH,0; (1:2:40) ¢ (¢) sinal
do biossensor-DNA apbs a imersdic na solugio de Fenton contendo aliguotas (100ul) de
extratos de Baccharis genstelloides 5% (m/v). Tempo de imersdio do eletrodo na soluggo de
Fenton = 5s.
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8.3. APLICACAO DO BIOSSENSOR NA AVALIACAO DAS PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES DE EXTRATOS VEGETAIS

A verificagfo das propriedades antioxidantes de amostras de chis
ndo o biossensor a base de DNA ¢é mostrada na Figura V.17. Diferentes

extratos de plantas foram testados contra uma solugfio antioxidante padriio, o

‘Trolox. Praticamente todos os extratos de chds mostraram alguma intensidade na
atividade antioxidante contra os radicais hidroxila, visto que o sinal do DNA, na
presenga das amostras ¢ muito proximo do seu sinal original. Em algumas
amostras como Baccharis gensielloides e Peumus boldus o sinal do biossensor
fol igual ou até melhor que o sinal apresentado pelo Trolox.

A reprodutibilidade do biossensor foi boa, apresentando um desvio padrio

médio relativo de 16% referente a média dos desvios de todas as seis amostras.

Os extratos de plantas testados sdo utilizados para fins terapéuticos no
tratamento de enfermidades leves, como gastrite, anemia, distirbios do figado e
outras. Apresentam alguma substincia bioativa em suas composicdes, visto que
possuem atividade antiinflamatéria, antibacteriana, hepatoprotetora e diurética.
Porém, poucos estudos cientificos estio relacionados as suas propriedades
antioxidantes. Entretanto das principais classes de constituintes quimicos da
plantas, como terpendides, esterdides, cumarinas, alcaldides, fendis e fendis
complexos (flavonoides), a atividade antioxidante, principalmente destas duas
Gltimas classes de substincias ¢ bem reconhecida (Mongelli er al, 1997;
Schmeda-Hirschmann et al., 2003; Chandra & Mejia, 2004; SN & Karakaya,
2004).
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Figura V.17. Efeito da presenga de antioxidautes no sistema reacional, no sinal do dsDNA
imobilizado. (1) Sinal do branco (sinal do DNAJ; (2) Sinal do biossensor apols a imersdo na
solugio de Fenton (1:2:40), Fe*:EDTAH,05; (3) [Trolox] = 1x10™ mol I, (4) Baccharis
genstelloides; (S5) Peumus boldus; (6) Foeniculum vulgare, (7) Cymbopogom citratus, ()
Camellia sinensis; (9) Mentha piperita. Tempo de imersdo do eletrodo na solucdo de Fenton =
58. Quantidade adicionada dos extratos, 100pd & concentraggo de 5% (m/v).

A eficiéncia do biossensor como teste screeming para qualificar uma
amostra como antioxidante, foi verificada comparando os resultados obtidos com
0 método proposto com os resultados obtidos com o teste do DPPH® para as
amostras testadas como pode ser visto nas Figuras V.18. e V.19.

Em ambos os métodos os resultados foram expressos em termos da
percentagem de inibigdo dos radicais formados. No método proposto, o resultado
foi obtido a partir da relagdo, % inibigdo = sinal do DNA (%) obtido com as
amostras — sinal do DNA (%) obtido na presenca da solucio de Fenton. No teste

do DPPH" os resultados foram relacionados em termos da reduciio da
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absorbincia do DPPH’, aplicande a formula, % inibigdo = 100 (Absy-Abs,) /
Absg, onde Absy € a absorbéncia inicial da solugdo do DPPH', no tempo de

reagdo, ¢ = 0 min. ¢ Abs, € a absorbdncia da solugio de DPPH" na presenca das

amostras, apos 15 minutos de reacfio (t = 15min.) (Miliauskas ef al., 2004).

100

Inibicdo (%)

Figura V.18. Efeitc antioxidante contra os radicais hidroxilas mostrados pelos extratos
vegetais com © uso do biossensor a base de DNA. (1) [Trolox] = 1x10™mol I''; (2) Baccharis
genstelloides; (3} Peumus boldus, (4) Foeniculum vulgare, (5) Cymbopogom citratus; (6)
Camellia sinensis, (7) Mentha piperita. Quantidade adicionada dos extratos, 100! &
concentracdo de 5% (m/v}.
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Figura V.19. Efeito antioxidante mostrados pelos extratos vegetais no ensaio do radical
DPPH". (1) [Trolox] = 1x10%mol I'; (2) Peumus boldus, (3) Baccharis genstelloides, (4)
Camellia sinensis, (5) Mentha piperita, (6) Foeniculum vuigare, (7) Cymbopogom citratus.
Quantidade adicionada dos extratos, 100ul & concentragio de 5% (m/v).

Os comportamentos apresentados pelas amostras nos dois métodos foram
levemente diferentes. As atividades antioxidante mostradas no método proposto,
representadas pela percentagem de imibigdo, foram menores das apresentadas
pelo método do DPPH’. As atividades apresentadas pelos extratos na prote¢iio do
DNA exposto 2 radicais livres ("OH), seguiu a ordem: Baccharis genstelloides >
Peumus boldus > Foeniculum vulgare > Cymbopogom citratus > Camellia
sinensis > Mentha piperita. No método de comparaciio, todas as amostras
apresentaram decréscimo na absorbéncia da solu¢do de DPPH® indicando alguma
intensidade na propriedade antioxidante. A ordem apresentada pelas amostras
foi: Peumus boldus > Baccharis genstelloides > Camellia sinensis > Mentha

piperita > Foeniculum vulgare > Cymbopogom citratus.
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O perfil de resposta apresentado pelos métodos pode ser justificado
considerando que no método proposto estd envolvida a formacio de um radical
extremamente reativo e, portanto para "neutraliza-io” a amostra, a principio,
deverz ter uma capacidade antioxidante mais forte em comparacdo com o radical
quimico DPPH". Apesar do comentério acima o biossensor mostrou-se bastante
eficiente como um teste screening da capacidade antioxidante de amostras de
modo facil e pratico.

A configuracio final do sistema constituiv de @rés importantes
caracteristicas; ¢ uso do DNA como marcador de oxidago, esta molécula é um
marcador alvo de extrema importincia em estudos bioquimicos ¢ ou bioldgicos
de todo tipo. Também a escolha do radical gerado no meio, o radical "OH € uma
espécic altamente oxidante e uma das mais comuns formada in vive. Outra
caracteristica importante foi o usc de wm equipamento portatil de medida,
combinado com o eletrodo impresso e resulta em um método pratico para analise
de forma simples, rapida, confidvel ¢ em campo.

Associado a isto, com a metodologia desenvolvida abriu-se a possibilidade

de estudos de novos marcadores para monitoragdo do processo de oxidagdo.
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V.9. CONCLUSOES PARCIALIS - Biossensor a base de DNA

O eletrodo a base de DNA mostrou-se bastante promissor como sisiema
screening para avaliacdo da capacidade antioxidante de amostras de maneira
direta. O método desenvolvido pode ser aplicado para diferentes matrizes sem
necessidade de pré-tratamentoc da amostra ou calibragio prévia e com
possibilidade de analise quantitativa.

Cabe ressaltar que o sistema desenvolvido agregando uma biomolécula
como o DNA imobilizado em um eletrodo, constituiu em uma nova forma de
estudo de moléculas alvos no processo de oxidacio in vitro.

O uso de um eletrodo descartdvel como suporte para imobilizagdo do
marcador de oxidagfio (0 DNA) permitiu que a configuracdo final do sistema
apresentasse caracteristicas vantajosas como baixo custo, ficil manuseio, pratico
e com possibilidade de construg@io de dispositivos pequenos para uso em campo
¢ comercializaveis. Associado a isto, os eletrodos descartaveis estio se tornando
amplamente difundidos, devido a sua simplicidade e compatibilidade com
mstrumentos miniaturizados e portateis. Também a possibilidade de elaborar
pequenas células eletroquimicas completamente descartaveis pela impressio em
uma unica configuragdo dos trés cletrodos, permite a adequacio destes eletrodos
em qualquer tipo de laboratério analitico.

Os eletrodos descartdveis de um modo geral apresentam excelente
desempenho analitico e possibilitam modificacbes, como ocorre com o0s
eletrodos solidos em geral e de eletrodos de pasta de carbono, uma vez que

dependendo do modificador, este pode ser incorporado 3 tinta.
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VI CONCLUSOES GERAIS

O desenvolvimentio do biossensor a base de HRP mostrou-se bastante
eficiente na determinacdo de compostos fendlicos em amostras vegetais e que a
medida realizada possibilitou a qualificagio das amostras em termos de suas
capacidades antioxidantes.

Compiemeﬁtand{} gue, apesar da literatura descrever exemplos de
biossensores amperomeétricos para compostos fendlicos muito mais sensiveis,
com ampla faixa de trabatho ¢ que apresentam limites de detecg3o na ordem de
nanomolar, ¢ objetive do estudo do biossensor a base de HRP nfo foi o
aprimoramentoc destas caracieristicas, apesar de serem basiante relevantes no
desenvolvimento de biossensores. No trabatho exposto, buscou-se desenvolver
um biossensor em que pudesse ser aplicado na analise de amostras reais, sem
pré-tratamento ¢ com interferéncia minima da matriz. O objetivo principal foi
realizar uma analise que fosse representativa em termos da fragdio de compostos
fendlicos e isto comprovasse a potencialidade antioxidante deste grupe de
compostos presentes nas amostras testadas.

No desenvolvimento do biossensor a base de DNA, conclui-se que o
sistema empregando o DNA imobilizado em um eletrodo descartavel combinado
com a formag8o de radicais hidroxila in situ, por meic da reagio de Fenton,
mostrou-s¢ extremamente adequado para aplicac8o em ensaios farmacoldgicos
e/ou bioguimicos, visto que o DNA é uma das moléculas mais importantes em
estudos de bioensaios. O dano ao DNA ¢ um evento fundamental no processo da
carcinogénese ¢ mutagénese, sendo assim, a metodologia proposta para avaliagio
das propriedades antioxidantes de plantas, pode contribuir para inferir alguma
informagdo adicional sobre possiveis propriedades antimutagénicas in vitro das

amosiras.
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Associado a isto, 0 emprego do equipamento portatil para as medidas
eletroguimicas amplia a aplicagdo do sistema, por exemplo, no monitoramento
em campo, auxiliando na popularizacio deste Hpo de eletrodo e também
tornando as anélises mais faceis e praticas.

Enfatizando a importincia das metodologias desenvolvidas para esta nova
aplicagfo. A avaliaglio da propriedade antioxidante de plantas constiti em um
parametro importante na caracterizagdo do vegetal com relagio as suas
potencialidades terapéuticas. Neste sentido, sdo poucos os estudos relacionando
o uso de biossensores ¢ atividades biologicas de plantas, apesar de varios
biossensores enzimaticos, assim como biossensores utilizando DNA, terem sido
desenvolvidos anos Gltimos anos.

Cabe ressaltar que na aplicagio de uma determinada metodologia para
avaliagio da propriedade antioxidante, deve-se levar em consideracio a
composi¢do do sistema. Algumas caracteristicas sdo importantes, na escolha de
um determinado teste como, o substrato oxidivel, o método de indugdo da
oxidagio e a forma de caracterizagdio da propriedade antioxidante. Varios
métodos analiticos estdc descritos na literatura, fazendo uso de diferentes
substratos oxiddveis (DNA, lipideos ou proteinas) e espécies radicalares
formadas com diferentes modos de a¢io. Porém ¢ importante adotar wm método
que seja especifico e fornega alguma informagio quimica de forma rapida que
possa estar relacionada com a degradagdio oxidativa de sistemas biologicos,

farmacologicos, alimenticios ou outros.
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VIIL. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como propostas para trabalhos futuros, sugere-se:
@ Com relacfio ao biossensor a base de HRP,

% Desenvolver novos dispositivos, empregando as enzimas Horseradish
peroxidase ou polifenol oxidase para determinagio de compostos fendlicos mais
complexos, como flavondides ou catequinas, ampliando a aplicabilidade das
metodologias para outras amostras;

% Utilizar o sistema de eletrodos impressos no desenvolvimento de novos
dispositivos enzimaticos, buscando aumentar a sensibilidade ¢ seletividade;

% Utilizar sistema em fluxo empregando estes novos dispositivos para

deteccio de compostos fendlicos.

©Com relagdo ao biossensor a base de DNA,

& Prosseguir os estudos com o biossensor a base de DNA, buscando
aperfeigoar o sistema aplicando o biossensor para analise quantitativa;

% Estudo do mecanismo de interagfio dos radicais hidroxila com o DNA
imobilizado no eletrodo, permitindo entender o mecanismo de resposta do
biossensor;

% Desenvolver novas formas de imobilizagio do DNA associado
mediadores de elétrons, buscando melhorar a estabilidade e sensibilidade do
dispositivo;

% Combinar sistema em fluxo para geragdo continua do radical hidroxila,

buscando desenvolver novos sistemas para analise screening e quantitativa.




