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A Tartaruga de um olho e o tronco flutuante de Sindalo

....... No leito do oceano, a oitenta mil yojana de profundidade, vive uma
tartaruga. Ela ndo tem membros nem nadadeiras. Seu ventre ¢ quente como ferro em
brasa, ¢ o dorso de seu casco ¢ gelado como as montanhas nevadas. O que essa
tartaruga anseia dia e noite, da manha ao anoitecer ¢ esfriar seu ventre € aquecer o
dorso do seu casco.

O pé de sandalo vermelho ¢ considerado sagrado e comparado a um sabio
entre as outras pessoas.....A madeira desse pé de sandalo tem o poder de resfriar o
ventre da tartaruga. A tartaruga deseja por todos 0s meios subir no tronco de sandalo
e colocar seu ventre na abertura do mesmo para resfria-la, e a0 mesmo tempo expor
o dorso ao sol para aquecé-lo.....Mesmo quando, vencendo todas as adversidades, a
tartaruga encontrar um tronco flutuante de sindalo com uma abertura do tamanho
adequado. por ela ter um so6 olho, a visio é distorcida. Assim, quanto mais
apressadamente ela nada para subir no tronco, mais se afasta dele

Nitiren Daishonin
26 de margo de 1279
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RESUMO

Titulo: “Utiliza¢do de diferentes tipos de imobiliza¢éo da enzima
oxalato oxidase na construcdo de biossensores.”

Autora: Sayurt Okamoto

Orientador: Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto
palavras-chave: imobilizagao enzimatica, oxalato oxidase, biossensores

Este trabalho consiste no desenvolvimento de biossensores
potenciométricos ¢ amperométricos para analise de oxalato. A enzima
utilizada for a oxalato oxidase que foi imobilizada utilizando diferentes
técnicas de imobilizagdo enzimatica. Talos de beterraba foram utilizadas
como suporte para alguns dos métodos de imobiliza¢do ( radiagdo gama,
ligacdo covalente, adsor¢do e natural), com o0s quais, construiu-se
biossensores potenciométricos. As enzimas purificadas foram imobilizadas
por oclusdo, em uma matriz de pasta de carbono, constituindo biossensores
amperometricos. Construiu-se um reator enzimatico, com detecgdo
amperomeétrica, tendo como fonte enzimatica, as folhas de caruru.

A imobihzagdo feita com radiagdo gama resultou em maior tempo de
vida e quando associada com glutaraldeido, conferia maior estabilidade ao
processo de imobilizagdo. Provavelmente, a irradiagdo auxilia no processo
de formagao de ligagdes covalentes, tornando-as mais efetivas. O ambiente
de oxigénio inibe a formagdo destas ligagdes covalentes. Enquanto na
presenga de tampdo, a atividade enzimatica ¢ inibida. Os biossensores
amperométricos, apresentaram uma faixa util de 1x10° a 1x10™ mol/L de
acido oxalico com facilidades de preparo e manuseio. O emprego dos
mediadores poderiam ser eficazes para eliminagdo de interferéncias por
espécies eletroativas detectaveis em potenciais mais altos. Pelo estudo em
sistema FIA com reator enzimatico, determinou-se um valor de Km’ de
1,3x107 mol/L para a enzima “in natura” em folhas de caruru e foi
utilizado para analise de acido oxalico na faixa de 2,5x10 a 1,0x10"> mol/L..
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Abstract

key-words: enzyme immobilization, oxalate oxidase, biosensors

This work 1s based on development of potentiometric and
amperometric biosensors in order to analyse oxalate. Several technics of
enzyme mmmobilization were used to immobilize oxalate oxidase on beet
stem which were used as enzyme suport and submitted to differents kinds of
immobilization ( gamma radiation, covalent linkage, adsortion and natural)
making potentiometric biosensor. The purified enzyme was immobilizated
by oclusion in the carbon paste to obtain an amperometric biosensor. An
enzyme reactor with amperometric detection was made using spiny pigweed
as enzyme source.

The immobilization by gamma irradiation gave more enzyme lifetime
and when 1t 1s associated with glutaraldehyde provided more stability to
immobilization process. Probably, the gamma irradiation helps in the
process of covalent linkage formation, making then more effective. The
oxigen ambient mnhibits the formation of these linkages while in the presence
of buffer, the enzyme activity is inhibited. The amperometric biosensors,
showed usefull working range of 1x10” - 1x10* mol/L. for oxalic acid,
which are easy to prepare and to handle. The use of mediators could be
efficient to eliminate electroactives interferences which is detectable in
higher potentials. By studies performed with a enzyme reactor acopled to a
FIA system, the Km’ value for the natural spiny pigweed enzyme was found
to be 1.3x107 mol/L and the usefull range for oxalic acid determination was
2,5x107 - 1,0x10” mol/L.



Apresentagdo ¢ objetivo 1

Capitulo 1

Apresentacio e objetivo

Um dos grandes avangos obtidos no desenvolvimento dos biossensores
provém principalmente, das diferentes técnicas de imobilizagio enzimatica
que permitem a reutilizagdo do material biologico ativo.

Devido a problemas clinicos como, calculos renais, anuria, entre
outros, o Interesse em analisar niveis de oxalato presente em amostras
biologicas, como urina e sangue, ou amostras alimenticias como chocolate,
espinafre, suco de laranja vem crescendo ultimamente.

O objetivo deste trabatho foi utilizar a enzima oxalato oxidase (EC
1.2.3.4) nas formas “in natura” contidas em diversas fontes vegetais e na
forma purificada para construgdo de biossensores ¢ comparar as diferentes
técnicas de imobilizagdo envolvendo ligagdes covalentes via glutaraldeido,
radiagdo gama com Co-60 como fonte emissora, e oclusdo em pasta de
carbono.

Este trabalho se apresenta em quatro partes, sendo parte A ( capitulos 1
a VI) a introdugéo, parte B (capitulos VII a XI) a parte expenimental, parte C
(capitulos XII e XIIT) resultados e discussdo e parte D (capitulos XIV e XV)
conclusdo e perspectivas futuras. A parte A abrange todo fundamento tedrico
da metodologia, analito e enzima utilizada; a parte B descreve todo
procedimento e aparelhagem utilizados e a parte C, mostra e discute todos os
resultados obtidos.



Parte A

Introducdo
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Parte A Introdugdo

Capitulo Il

Oxalato

111 - Generalidades™

Oxalato esta presente em varias plantas, sendo encontrado em
mator concentragdo no espinafre, azedinha, folhas de ruibarbo e, em
menores concentragdes, nas vegetacdbes como alfafa, grama, capim,
vegetais como a beterraba e sucos como os de laranja e de oxicoco ( uva-
do-monte). Também € um produto do metabolismo de alguns bolores ¢ de
algumas espécies de Penicillium e Aspergillus, que convertem ag¢licar em
oxalato de calcio. Pode ser produzido metabolicamente, sendo o co-
produto do processo de fermentagio do melago a acido citrico.

Os cristais ou solugdes de oxalato também sdo utilizadas para
prevenir a coagulagdo do sangue em analises quimicas.

O acido oxalico reage com um grande niimero de cations formando
sais soluvels e insoluveis. Os oxalatos de aluminio, calcio, cobalto, cobre,
niquel ¢ chumbo sdo msoliveis em agua, enquanto que os oxalatos de
amonio, bario, cromio, ferro, magnésio, manganés, potassio, prata, sodio,
estroncio e zinco sdo considerados soluveis.

O acido oxalico € considerado altamente toxico sob qualquer forma
de exposigdo. A sua ingestdo em alta concentragdo tem efeito purgativo e
pode causar vOmitos, uritagdo gastrointestinal, dores de garganta, de
esOfago e de estdmago, depressio, pulsagio irregular, hipotensio, colapso
cardiovascular, problema nos rins, dor de cabega, espasmos musculares,
fraqueza, coma e até mesmo a morte. A dose letal para o ser humano
adulto é de 15 a 30g , embora ja tenham sido encontradas vitimas fatais
pela ingestio de 5 g A quantidade de 250 mg de oxalato de sodio €
considerada um excesso no organismo, resultando em um aumento da
concentragdo de oxalato excretado pela urina.

O efeito mais comumente encontrado apds a exposi¢do cronica a
baixas doses de oxalato ¢ o dano causado ao nm, pois este orgio ¢ o alvo
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primario seguido pelo sistema nervoso. Este dano ¢ induzido pela
formagao de cristais de oxalato de caicio, insoluveis, cujos efeitos podem
se manifestar dois dias apds a ingestdo. As doengas relacionadas com os
rins resultam da precipitacdo destes cristais nos tubos deste oOrgio
conduzindo aos sintomas de oliguria ( pequena quantidade de urina),
anuria ( interrupgdo da formagdo de urina), albuminuna ( proteina na
urina) ¢ hematuria ( sangue na urina). A exposi¢do cronica a baixas doses
esta associada com a produgio de pedras nos rins ou calculo renal.

A formagdo de oxalato de calcio diminui a quantidade de calcio
disponivel nos fluidos humanos, resultando na hipocalcemia, que influe na
atividade eletro-cardiovascular do coragdo, musculos e nervos. O &cido
oxalico absorvido na forma soluvel ¢ excretado na urina n3o havendo
evidéncia que o oxalato seja utiizado ou metabolizado pelos tecidos
humanos. A média de excrecdo de oxalato pelo homem € de 0,2 a 0,5
mg/kg por peso do corpo.

O &cido ascorbico, amplamente ingerido na forma de vitamina C, ¢
metabolizado a oxalato de caélcio, sendo que sua ingestio, em grande
quantidade, pode resultar no desenvolvimento de doengas renais crénicas,
devido a producgdo e retengdo de cristais de oxalato de calcio nos tubos
renais. A maior parte do oxalato encontrado na urina € derivada do
metabolismo do acido ascorbico (35-44%) ou da glhicina (40%). O
restante, provavelmente, provem de fontes metabolicas menores ou
diretamente da dieta alimentar.

11.2 - Métodos para determinacdo de oxalato

Varias técnicas sdo utilizadas para determinagdo de oxalato, tais
como; colonmetria, diluigdo isotopica, cromatografia de troca ibnica,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa e métodos

enzimaticos'®’.
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11.2.1 - Méiodo Colorimétrico™

Este método consiste em reagir o oxalato com permanganato de
potassio segundo a reagdo quimica:

5(CO0),* + 2(MnO;y + 16 HH———— 10 CO, + 2 Mn*? + 8 H,0O

Como o método permanganométrico ndo fornece resultados muito
precisos, pois € uma técnica dificil de se wvisualizar o ponto final de
titulagdo devido a presenca de didxido de manganés, substitui-se o
permanganato de potassio por indol que reage segundo a equagio quimica
descrita a seguir:

::: ; +.-
COO
-2
+ (GO0, —— . + CO,

11.2.2 - Método de Diluicio Isotépica®™

Hockaday et al., em 1965, adicionaram acido oxalico com carbono -
marcado C!* a amostra, precipitando o oxalato na forma de sal de célcio.
O precipitado foi entdo reduzido a glicolato, por zinco, em meio de acido
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sulfurico e colocado em uma coluna de Dowex-1-(X8)-acetato. O glicolato
foi entdo determimado posteriormente, através da reagdo com 2,7-
dudroxinaftaleno.

11.2.3 - Método Cromatogrdifico de Troca Ionica™

Manon ¢ Mahle®™, injetaram amostras de oxalato em um
cromatografo a liquido com coluna de troca i6nica e verificaram que as
espécies catidnicas ndo sio retidas pela coluna, enquanto as espécies
anionicas interagem mais com a fase estacionaria e sdo eluidas com
tampdo de carbonato de potassio. Os ions potassio sio removidos e o
oxalato, na forma livre, é detectado pela sua condutividade.

11.2.4 - Método da Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Um pré-tratamento da amostra foi efetuado, utilizando solugdo de
NHj concentrada e ajustou-se¢ o pH a 6, com posterior precipitagdo do
oxalato utilizando-se para isto solugdo de CaCl,. As amostras foram
dissolvidas em um solugdo de HCl 0,5 mol/L e neutralizada com adigado de
solu¢do de NH; 3 mol/L para prolongar a vida util da coluna. Esta amostra
foi centrifugada e seu sobrenadante foi injetada na coluna “Waters Corasil
II” acoplada a um cromatdgrafo a liquido. A fase movel utilizado foi o
tampdo fosfato pH=2"". Alternativamente, a detecgdo pode ser feita por
quimiluminescéncia empregando-se o trs(2,2’- bipindil)ruténio(II)
eletrogerado. Utilizando o mesmo método, o oxalato também pode ser
separado em uma coluna de fase-reversa (Zorbax ODS) usando-se uma
fase movel constituida de 10% metanol em tampao fosfato 100 mmol/L a
pH7,0. O composto eluido ¢ combinado com o fluxo de Ru(bpy);** 2
mmol/L antes de passar pela célula de fluxo quimiluminescente!® ’
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11.2.5 - Método da Cromatografia Gasosa™

As amostras de oxalato foram precipitadas em sulfato de calcio e
entdo convertidas a dimetiloxalato, que foi analisado através de um
cromatdgrafo a gas conforme descrito por Park e Gregory"”.

11.2.6 - Método Enzimdtico™

Os métodos de determinagdes enzimaticas sdo baseados na
utilizagdo da enzima oxalato descarboxilase (EC 4.1.1.2), que catalisa a
reacgao:

(COOH)2 oxalato descarboxiiase . C02 + HCOOH

ou, no uso da enzima oxalato oxidase (EC1.2.3.4) que catalisa a seguinte
reagao:

(COOH)2 +02 oxalato oxidase =2C02+H202
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11.2.6.1 - Método Colorimétrico

Utlizando a oxalato oxidase (EC1.2.3.4), o oxalato é oxidado a
peroxido de hidrogénio e didxido de carbono. O peréxido de hidrogénio
reage com 3-metil-2-benzolinona hidrazona (MBTH) e acido 3-
dimetilaminobenzoico (DMAB) na presenga da enzima peroxidase
(EC1.11.1.7), medindo-se a absorbancia a 590nm®.

(COOH))_ + ()2 oxalato oxidase 2C02 +H202

H,0, + MBTH + DMAB B®id5%e, 1 damina colorida + H,0

Com a enzima oxalato descarboxilase (EC 4.1.1.2), utiliza-se a
enzima formiato deidrogenase, que requer um cofator NAD" ( adenina
dinucleotida nicotinamida)®, medindo-se a absorbancia de NADH a 340
nm.

(COOH)2 » HCOOH + CO,

(10)
HCOOH formiato dehidrogenase C02

N

NAD* NADH + H'

A desvantagem deste método reside na utilizagdo de grande
quantidade de enzima.
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11.2.6.2 - Método Cromatogrdfico''V

As amostras contendo oxalato como a urina por exemplo, sdo
ajustadas entre pH=5,0 - 5,5 pela adigéo de solugio de NaOH 1 mol/L ou
HCI 1 mol/L conforme necessario, e injetadas no cromatografo a liquido e
separadas em uma coluna PBE94 (“polybuffer exchanger™). Usa-se como
fase movel solugdo tampio fosfato 0,05 mol/. pH=5,5 contendo
154umol/L de azoteto de sédio, cuja fragéo coletada ¢ descartada. Utiliza-
se como nova fase movel o tampéo fosfato 0,3 mol/L, pH=5,5, com 154
umol/1. de azoteto de sddio em cuja fragdo esta o oxalato a ser anahisado.
Este oxalato é entdo, determinado pelo método colorimétrico descrito no
subitem 11.2.6.1.

11.2.6.3 - Método Calorimétrico'®

O termistor enzimatico (ET) consiste de um bloco de alumimo
termostatizado ao redor de uma coluna com matriz de enzima imobilizada,
no qual se bombeia continuamente o tampdo. Estas reagbes enzimaticas
estdo associadas com consideravel variagdo de entalpia. Para a analise de
oxalato, imobiliza-se a enzima oxalato oxidase na superficie de vidro de
porosidade controlada. Utiliza-se o tampéo citrato 0,1 mol/L, pH=35,
contendo 0.8 mmol/lL de 8-hidroxiquinolina e 2 mmol/L de EDTA,
bombeado num fluxo continuo de 0,6 mL/min.
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11.2.6 4 - Sistema de Andlise por Injecdo em Fluxo (FI4)"

Este sistema utiliza um reator enzimatico que contem a enzima
oxalato oxidase imobilizada. O peroxido de hidrogénio formado, é entdo
detectado por quimiluminescéncia via reagdo com luminol e
hexacianoferrato(Ill), ou entdo utilizando-se 0 método colorimétrico.

11.2.6.5 - Método Potenciométrico'™V

Este método baseia-se em prender fisicamente a enzima na
superficie de um eletrodo de gas sensivel a CO,. A enzima utilizada pode
ser a oxalato oxidase assim como a oxalato descarboxilase.

11.2.6.6 - Método Amperométrico’"

Neste método, a enzima oxalato oxidase ¢é fisicamente imobilizada
na superficie de um sensor para detecgdo do peréxido de hidrogénio ou, de
um eletrodo de gas sensivel ao Oxigénio, detectando a produgdo de
peroxido de hidrogénio ou o consumo de oxigénio na reagao.
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Capitulo I1I

Enzimas

HI.1 - Generalidades

A maiona das enzimas sdo proteinas especializadas na catalise de
reagdes biologicas.'> Elas possuem um alto grau de especificidade com
respeito aos substratos (reagentes) e seus produtos.”'® Propriedades como
a flexibilidade da molécula e massa molecular variada sdo muito
importantes . Elas requerem manuseio e estocagem adequadas, pois estes
fatores delimitam sua atividade e estabilidade!!”.

A nomenclatura das enzimas é usualmente acrescida do sufixo -ase
ao nome do substrato da enzima ou da fase descritiva da agdo da catalise
enzimatica. Elas sdo classificadas € nomeadas de acordo com a natureza
da reagdo quimica que catalisam'®’.

Pela classificagdo sistematica da [IUBMB ( “International Union of
Biochemistry and Molecular Biology™) feita as enzimas, elas sdo
divididas em seis classes principais ¢ conjunto de subclassses, de acordo
com o tipo de reagdo catalisada. Esta classificacdo encontra-se na Tabela
.1,

Cada enzima recebe um nome recomendado. geralmente curto e
apropriado para uso diario, e um nome sistematico que identifica a reagao
que ela catalisa, ¢ é composto por dois nomes ¢ quatro nimeros de
classificagdo. Estes numeros sdo usados quando se torna necessaria uma
identificagdo exata ¢ sem ambigiiidades de uma enzima. O numero de
classificagdo vem acompanhado do termo EC que representa “Enzyme
Commission”, seguido de quatro algarismos por exemplo: oxalato oxidase
EC1.234

O primeiro algarismo indica a classe principal da enzima (1- classe
das oxido-redutases), o segundo denota a subclasse (2- agindo em =C=0),
o terceiro numero designa sua subsubclasse (3- possul grupo nitrogenado
como aceptor) ¢ 0 quarto numero € um numero arbitrario da enzima da
série de nimero da sua subsubclasse (4- oxalato oxidase) '™ '®.

As reagdes de catdlise biologicas promovidas pelas enzimas
abaixam as energias de ativagdo das rea¢des quimicas principais.'® Por
exemplo, uma reagdo catalisada enzimaticamente permite que esta ocorra.
de 10° a 10'* vezes mais rapidamente que a néo catalisada.”'”
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Tabela 1Il.1: Classificagdo internacional das enzimas (nome das classes,
numeros de codigo e tipos de reagdes catalisadas

1. Oxido-redutases (reagdes de oxirredugio) 2. Transferases (transferéncia de  grupos
funcionais)

1.1 Agindo em 2.1 Grupos de um carbono
\CH—OH
e
1.2 Agindo em 2.2 Grupos aldeidicos ou cetdnicos
\
c=0
/
1.3 Agindo em 2.3 Grupos acila
AN
C=CH—
/7
1.4 Agindo em 2.4 Grupos glicosila
CH—NH;
/
1.5 Agindo em 2.7 Grupos fosfato
\
CH—NH—
1.6 Agindo em NADH. NADPH " Grupos contendo S

3. Hidrolases (reagdes de hidrolise) 4. Liases (adicdo a duplas ligacdes)

3.1 Esteres 4.1
N 7/

AC=C
3.2 Ligagdes glicosidicas 42

N

C=0

s
3.4 Ligagoes peptidicas 43

\ ] [

_C

3.3 Qutras ligaghes
C—N

6. Ligases (formagio de ligagles. com
desdobramento do ATP)

3.6 Amdridos acidos

5.1 Racemascs

5. Isomerases (reagles de isomenzagio)

C—0
6.2
C—S
6.3
C—N

6.4
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As enzimas ndo possuem efeito sobre AG ou K., da reagdo. Elas
simplesmente aumentam a velocidade da reagdo aproximando-a do
equilibrio!'®’

(S-P)!

Nivel de energia

Figura II1.1: AG e E, de reagdes (a) ndo enzimatica e (b) enzimatica

Uma dada reagdo quimica, representada por A —* B ocorre,
porque uma determinada fragdo da populagido de moléculas A, em um
instante qualquer, possuil energia suficiente para atingir uma condigdo
ativada, denominada estado de transicdio; neste estado, a probabilidade
de que uma ligagdo quimica se forme ou se rompa para originar o produto
P ¢ muito elevada. Este estado de transi¢do esta no alto da barreira
energética que separa os reagentes ¢ produtos. A velocidade de uma
determinada reagdo quimica ¢ proporcional & concentragdo dessa espécie
no estado de transigdo. A energia livre de ativacio , AG™, ¢ a quantidade
de energia necessaria para levar | mol de uma substincia, em uma .
determinada temperatura, a condigdo de transi¢do no ponto mais elevado
da barreira de ativagio .
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1.2 - Cinética Enzimatica

O primeiro passo de uma catdlise enzimatica ¢ a ligagdo com o
substrato, porém, a higagdo ¢ seguida de altera¢do quimica do substrato,
formando o produto’’”’. Pela Figura II1.2 vé-se o efeito da concentragao
do substrato sobre a velocidade da reagdo catalisada por enzima. A baixa
concentragdo do substrato, a velocidade inicial da reagdo (vy) ¢
proporcional & sua concentragdo, sendo assim, de primeira ordem. A
medida que a concentragdo de substrato aumenta, a velocidade inicial da
reagdo se reduz; e a reagdo passa a ser de ordem mista. Com o aumento
posterior da concentragdo do substrato, a velocidade de reaglio torna-se
essencialmente independente da concentragdo do substrato, aproximando-
se da velocidade constante, tornando-se, essencialmente, uma reagao de
ordem zero. Nestas condi¢des, a enzima ¢é considerada estar saturada com
0 seu substrato''>’.

I
[
I
1
|
i
K

(Substrato)

Figura 111.2: Efeito da concentragdo do substrato sobre a velocidade de
uma reagdo catalisada por enzima.
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Esse efeito de saturagdo, levou alguns cientistas precursores, a
hipotese de que o substrato e a enzima reagem reversivelmente para
formar um complexo, que constituiria em uma etapa essencial na reagdo
catalisada'"”’.

Em 1913, uma teoria geral de agdo enzimatica e cinética foi
desenvolvida por L. Michaelis ¢ M.L. Menten. Esta teoria é fundamental
para analise quantitativa da cinética enzimatica ¢ da inibigdo e é melhor
desenvolvida para reagdes nas quais existam apenas um substrato''”,

Propode-se que a reagdo global seja:

k1l k2
E-S —*ES — P-+E
k-1

Onde E, S, ES e P simbolizam enzima, substrato, complexo enzima-
substrato, ¢ produtos, respectivamente. De acordo com este modelo,
quando a concentragdo do substrato ¢ suficientemente alta para converter
a enzima para a forma ES, a segunda etapa da reagdo passa a ser a
determinante da velocidade da reagdo, que se torna insensivel ao aumento
da concentragdo do substrato. A expressdo geral para velocidade desta
reacgdo ¢ entdo representada por:

v=d[P] =k, [ES] (1)
dt

A velocidade global da produgdo de [ES] é:

d[ES] = K[E][S] - k4[ES] - ko[ES] 2)
dt

A [ES] permanece praticamente constante até que o substrato se
esgote. Entdo, a sintese de ES deve ser igual a velocidade de consumo ao
longo da reagdo, ou seja, esta no estado estacionario.

d[ES] = 0 (3)
dt
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th

A quantidade de [ES} e [E], ndo sdo medidas diretamente, mas a
concentragdo de enzima total, [E], , é geraimente determinada. Entao. na
expressdo da cinética global tem-se:

[E}s = [E] +[ES] (4)

Combinando-se as expressoes (2), (3) e (4), tem-se:

ki ([EL-[ES]) [S] = (k.i+ ko )[ES]

Rearranjando tem-se:

[ES] (k1 +ky+Kk[S]) = KE]: [S]

Dividindo os 2 termos por k; e isolando [ES]:

[E]: [S]

[ES] =
Ky +[S]

onde, K, é conhecido como constante de Michaelis definida como:

Kn=ko =+ k

k

A velocidade nicial pode ser expressa experimentaimente medindo-
se as quantidades de [EJ; e [S]""’.

vo = |d[P] =k; [ES] = k; [E]; [S] (5)
dt =0 Km + [S]
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A medida da eficiéncia catalitica da enzima através da
determinagdo da taxa maxima em que ela converte o substrato em
produto, € expresso como Vpay, OU mais precisamente, como numero de
“turnover (conversdo), o numero de moles de substrato convertidos em
produto por minuto (min.) por miligrama (mg) de enzima, quando a
enzima encontra-se saturada com o substrato”’*’, ou seja, quando esta toda
na forma de ES"'®.

Vinax = kz [E]¢ (6)

Combinando-se as equagdes (5) e (6) tem-se:

Vo = YM_[S_]_
Ky +[S]

Esta expressio é chamada de equagdo de Michaelis-Menten"'®.

A constante de Michaelis, K, , ¢ a concentragdo do substrato no
qual a velocidade da reagdo é a metade da velocidade maxima'®’, ou seja,
¢ a constante de dissociagio”.

O K, da reacao de um substrato tem a dimensio moles por litro, e €
independente da concentragdo enzimatica. O K, ndo € um valor fixo, pois
varia com a estrutura do substrato, com o pH e com a temperatura. Para
enzimas que apresentam mais de um substrato, cada uma possui um K,
caracteristico. Assim, o substrato com mais baixo valor de K,;, tem maior
afinidade aparente para a enzima''®.

A relagdo de Michaelis-Menten, pode ser transformada
algebricamente em outras formas que sfo mais uteis na obtengdo de
graficos dos dados experimentais. Uma delas é obtida simplesmente
substituindo os valores inversos de ambos os lados da equagdo de
Michaelis-Menten;

1 = Ky + [S]
Vo Vinix [S]
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Rearranjando e reduzindo, tem-se:

Ky I + 1 .
Vo Vimex [S] Vinax

que ¢ chamada de equagio de Lineweaver-Burk. Quando colocado em um
grafico de 1/vy contra 1/[S] , obtem-se uma linha reta que possui
inclinagdo K/ Vimax ; @ interceptagdo no eixo de 1/vy é 1/Va € no eixo
de 1/[S] é -1/Kqy .

Inchnaqao

|
b
p—
W
—

Figura I11.3: Gréafico de Lineweaver-Burk ( duplo- reciproco)



Parte A: Introdugao 18

1I1.3 - Efeito do pH na atividade enzimdtica

Os sitios ativos da enzima sdo fregiientemente compostos por
grupos 1onizaveis que devem estar na forma idnica para manter a
conformagdo do sitio ativo, promover a ligagdo do substrato ou catalisar
uma reagdo. O efeito do pH na estabilidade da enzima deve ser levado em
conta no estudo sobre a ligagio com o substrato ou na catalise. A
estabilidade da enzima em um valor de pH, depende de muitos fatores
como a temperatura, for¢a ibnica, tampdo, concentra¢do de alguns
conservantes, concentragdo de ioms metdlicos contaminantes,
concentragdo do substrato ou do cofator, e da concentragdo da enzima*®,

A maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico em que sua
atividade ¢ maxima e acima ou abaixo desse pH, a sua atividade se reduz.
O pH 6timo de uma enzima ndo € necessariamente idéntico ao pH de seu
meio intracelular normal, que pode estar situado na parte ascendente ou
descendente de seu perfil de atividade em fungdo de pH"'®. O declinio
pode resultar a partir da formagdo da for¢a i6nica ndo adequada do
substrato ou da enzima, ou devido & inativagdo da enzima, ou pela
combinagio destes efeitos''®.

Algumas vezes, a inativagdo da enzima pela variagdo de pH ¢
causada pela imobilizagdo desta sobre um suporte, onde a proteina é
retirada do seu meio natural e exposta a diferentes condi¢des, cujas
caracteristicas sdo determinadas pela natureza quimica do suporte®”.
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111.4 - Efeito da temperatura nas reacoes enzimdticas

A termoestabilidade da enzima ¢ uma conseqiiéncia da conformagio
rigida da sua molécula, a qual é resultante de hgagdes de hidrogénio e
eletrostaticas.

Uma perda da atividade enzimatica esta associada a abertura da
estrutura globular da proteina".

Nas reagdes catalisadas enzimaticamente, assim como em muitas
reagdes quimicas, a velocidade da reagdo aumenta com o aumento da
temperatura (T). Um aumento em T implica em fornecer maior energia
cinética para as moléculas dos reagentes resultando em wm maior nimero
de colisdes por unidade de tempo.

As enzimas sdo moléculas complexas de proteina. Sua atividade
catalitica resulta de um arranjo preciso das estruturas terciarias justapostas
a grupos -R dos aminoécidos, formando os sitios ativos estereoespecificos.
Esta estrutura ¢ mantida pelo grande numero de ligagdes fracas ndo
covalentes. Entdo, s¢ a molécula absorve muita energia, esta estrutura se
rompe € a enzima se desnatura, ou seja, perde a atividade catalitica.

Portanto, a temperatura 6tima para os ensaios, é a temperatura
maxima na qual, a enzima fornece uma atividade constante, num intervalo
de tempo maior que o necessario experimentalmente'®.
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Capitulo IV

Imobilizacio Enzimatica

IV.1 - Generalidades®®

As vantagens de utilizar a atividade e a especificidade enzimatica
tem incentivado o desenvolvimento da Bioquimica baseada nos
procedimentos de imobilizagdo.

Limita¢des na difusio, consequente do processo de imobilizagdo,
podem exercer um efeito marcante no comportamento catalitico.
Considerando uma reagio enzimatica que segue a cinética de Michaelis-
Menten, a enzima imobilizada possui uma velocidade que é limitada pela
difusio do substrato na enzima. Sendo assim, a velocidade da reagdo
enzimatica sera proporcional a concentragdo da enzima menor que uma (1)
unidade de atividade.

As enzimas sdo parcialmente inativadas durante o processo de
imobilizacdo. Sua atividade residual em relagdo a forma livre pode ser de
10% ou menos. E muito provavel que a diminuigdo da atividade causada
pela perda das estruturas labeis da enzima no processo de imobilizagao.
Portanto, a velocidade da reagdo utilizando a enzima imobilizada € menor
quando comparada com a velocidade de reagdo da enzima em sua forma
livre. Para interpretar os resultados experimentais corretamente, deve-se
comparar os resultados obtidos a partir da enzima imobilizada com os de
sua forma ndo imobilizada, onde o grau de inativagdo corresponde a perda
na atividade.

E quase certo que a inativagio da enzima, sob agdo de mudangas de
pH, temperatura e agentes desnaturadores, envolva variagdes
conformacionais consideraveis nas moléculas da proteina, como por
exemplo, a abertura da estrutura globular da molécula proteica. Se a
abertura da estrutura é responsavel pela inativagdo da enzima, pode-se .
entdo torna-la mais rigida fixando o globulo da proteina enzimatica em um
suporte. Conseqilentemente, esta rigidez desativa a a¢do de alguns sitios
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da enzima dificultando o processo de abertura da estrutura globular da
proteina.

Entretanto, ha razdes para crer que o principio geral da estabilizagao
enzimatica envolve ligacdes multiplas da molécula catalisadora no suporte,
tomando a macromolécula mais rigida sem necessariamente altera-la,
sendo mais estavel contra desnaturagdo, ou seja, a inativagdo.

Existem diferentes formas de imobilizagdo entre eles estdo:
imobiliza¢gdo em tecidos vegetais, imobilizagdo por método da ligagdo
cruzada intermolecular, imobilizagdo por método de suporte com ligagdo
covalente, 1mobilizagdo por método de ligagdo quimica com o suporte
utilizando reagentes polifuncionais, imobilizagdo por método da oclusdo e
imobilizagdo via radiagdo gama.

1V.2 - Imobilizacdo em tecidos vegetais*”

Na natureza, as moléculas de proteinas estio ligadas de forma
entrecruzada para que haja estabilizagdo conformacional. Este
entrecruzamento pode ser do tipo covalente (ligagdes bissulfito) ou ndo
covalentes, como pontes salinas envolvendo ions metalicos (Ca™, Zn'*?),
etc.

In vivo, a maior parte das enzimas nfo se encontram no estado livre,
mas incorporadas em membranas biologicas ou absorvidas em suas
superficies, podendo inclusive estarem associadas a outros componentes
da membrana por ligagdes em pontos multiplos, ndo covalentes.

1V.3 - Imobilizacdo por método da ligacdo cruzada intermolecular

Este método baseia-se na formagdo de ligagdes quimicas na
auséncia do suporte. Reagentes bi ou polifuncionais sdo empregados para -
imobilizar enzimas através de ligagdes cruzadas intermoleculares, com
formagdo concomitante de moléculas macroscépicas’”. O esquema da
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Figura IV.]1 mostra o mecanismo da estabilizagdo frente a inativagio de
uma molécula com ligacdo cruzada intramolecular®”’

a@\ﬁ

Figura 1V.] - Esquema representativo da ndo desnaturagdo: (a) molécula
da enzima livre, durante aquecimento (transi¢do de a —  b), (¢) enzima
imobilizada.

Dos reagentes polifuncionais, o glutaraldeido é o mais usado para
esta técnica de imobilizagdo devido 4 sua baixa toxicidade e baixo custo
quando comparado com os demais reagentes. As ligagdes formadas pela
reacdo entre a enzima ¢ o glutaraldeido sdo irreversiveis, com elevada
resisténcia 4 variagdes de pH e temperatura®’. O mecanismo mais
provavel sugerido para a reagdo com o glutaraldeido envolve adigdo
conjugada de aminogrupos da enzima a ligagdes etilénicas de oligbmeros
o, [P-insaturados, contidas na solugdo aquosa de glutaraldeido

comercialmente utilizada®®’,
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OHC—(CHy),—CHO

ﬂ

C|:HO (llHO (IZHO
~~CH=C—(CHp)>—CH=C—(CHy);—CH=C—(CHp)o—
HoN—enzima
?HO CHO CHO
—C|:H-CH—(CHQ)Q—CH=C—(CHz)z—CH—CH—(CHz)g—
NH—ernzima H—enzima

Figura IV.2 - Mecanismo mais provavel sugerido para a reagdo com o
glutaraldeido envolvendo adigdo conjugada de aminogrupos da enzima a
ligagdes etilénicas de ligagdes o, P-insaturados, contidas na solugdo
aquosa de glutaraldeido comercial.

Este mecanismo explica a estabilidade da liga¢do, a qual ndo pode
ocorrer por uma simples formagao da base de Schiff. Explica também a
baixa reatividade das enzimas imobilizadas com solugdes de glutaraldeido
recentemente destilado®”’. Esta técnica propicia complexos de alta
atividade e grande resisténcia a desnaturagio, explicada por fenémenos de
impedimento estérico>*.
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1V.4 - Imobilizacdo por método de suporte com ligacdo covalente

Neste método a enzima € mantida num ambiente semelhante ao que
ela esta na natureza e, devido a 1sto, possui maior estabilidade frente aos
efeitos de pH, forga idnica, solventes e temperatura™®.,

IV.5 - Imobilizacdo por método de ligacdo gquimica com o suporte
utilizando  reagentes polifuncionais

O suporte com grupos NH; livres ( como por exemplo membranas
do intestino de porco, colageno e esferas de widro), ¢ ativado com
glutaraldeido ¢ em seguida o produto formado é acopiado com grupos
NH, livres da enzima. Desse modo, se obtém uma camada rigida de
enzima imobilizada muito estavel por varios meses?>.

IV.6 - Imobilizacdo por método da oclusdo

Consiste no confinamento da enzima nos espagos intersticiais de
polimeros, membranas semipermedveis ou em pasta de carbono™?. Virias
enzimas sdo muito sensiveis as modificagdes quimicas ¢ 1nativagdes
causadas por imobilizagdo via ligagdo covalente. Para estes casos, o
método da imobilizagdo da oclusdo é o mais recomendadd””,
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1V.7 - Imobilizacdo via radiacdo gama

IV.7.1 - Generalidades™’

A radiagdo gama ¢ uma radiagao eletromagnética de origem nuclear
e ndo atdmica, de energia maior que a do raio-X e da luz.

Justamente por ndo possuirem carga elétrica ¢ que os raios gama
sdo penetrantes (centenas de metros no ar € dezenas de metros no tecido
vivo). E devido ao fato dos raios gama possuirem alta energia, grande
poder de penetragdo ¢ capacidade de interagir com as espécies atémicas
ou moleculares, que eles sdo considerados catalisadores excelentes, em
forma de energia, para miciarem um processo quimico.

Ha algumas defini¢ées de termos de umidades como a dose de
radiacio absorvida que ¢ a energia média depositada pela radiagao
ionizante, a razdo de 1 Joule, por unidade de massa, em quilograma. As
unidades comumente utilizadas sdo o rad e o Gray (Gy).

1 rad =107 Jkg' = 107Gy

As fontes emissoras de raios gama mais comumente encontradas
sdo as que contém os radionuclideos Cobalto-60 ou Cesio-137, que
possuem tempos de meia-vidas de 5,26 ¢ 30,17 anos, respectivamente,
Apesar do tempo de meia-vida do Césio-137 ser maior, o Cobalto-60 ¢
preferencialmente utilizado, pois os raios gama que ele emite sdo mais
energéticos.

O Co-60 decai através de dois esquemas com probabilidades bem
diferenciadas;

- um em que o decaimento ;" € seguido da emissdo sucessiva de dois
raios gama com energias distintas (1,173 e 1,332 MeV)

- ¢ 0 outro em que o decaimento B, ¢ seguido de um Unico raio gama
(1,332MeV).

Tendo em vista a probabilidade altisssima de ocorréncia da emissdo
B (99,99%), considera-se ser este o decaimento do Co-60: "
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Figura IV.3 - Esquema de decaimento do Cobalto-60

Quando uma radiagéo ionizante incide na matéria, ha interagdo com
os elétrons das moléculas. A energia ¢ absorvida e os elétrons sao ejetados
para produzir ions. A interag¢do dos raios gama com a maténa ¢ fortemente
dependente de sua energia e ocorre de acordo com trés processos de
natureza fisica diferentes: efeito fotoelétrico, efeito Compton e formacgdo
de pares.

Em todos os trés casos, os elétrons sdo ejetados com energia
cinética suficiente para induzir ionizagdes adicionais ou excitagdes
eletronicas nas moléculas vizinhas. Os ions formados sdo mstaveis ¢ se
decompdem. A energia ¢ degradada com a formagdo de moléculas
excitadas e radicais livres.



Parte A: Introdugao 27

1V.7.2 - Efeito da radiagdo em polimeros

A mteracdo da radiagdo gama com polimeros produz excitagdes e
ionizagdes, ambas, resultando em radicais livres que podem causar como
efeitos principais, a formagdo de produtos menores (degradagdes) ou
maiores (entrecruzamento ).

O processo de imobilizagdo neste caso, baseia-se em induzir a
polimerizagdo através da radiagdo gama a baixa temperatura. Assim,
obtém-se uma matriz com estrutura porosa. A enzima ¢ imobilizada
fisicamente nos poros desta matriz. A vantagem deste método de
imobilizagdo ¢ que as enzimas mantém suas propriedades nativas
independente de reag¢des dos grupos do centro ativo'®®.

IV.7.3 - Imobilizacdo enzimdtica via radiacdo gama **"

Neste processo, a radiagdo gama pode ser utilizada para produzir
radicais livres que sao formados nos dois componentes, ou seja, na matriz
¢ na enzima, que posteriormente, sdo combinados dando origem a ligagdo
covalente conforme o esquema representado a seguir:

MH— , M- + H onde M = matriz
FH —— E + H E= enzima
M- + E. M—E
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Capitulo V

Bigssensores

V.1 - Generalidades

A tecnologia enzimatica, tem explorado o uso de componentes
biologicos em sistemas analiticos através do desenvolvimento da
imobilizagdo de enzimas e imunocomponentes que possam Ser
reutilizados®®.

Neste processo a enzima imobilizada € colocada sobre a superficie
de um eletrodo sensivel ao produto da reagdo enzima-substrato. Quando o
eletrodo enzimatico ¢ colocado na solugdo, contendo o substrato, este
difunde-se na camada enzimatica e pela reaclo catalitica, produz um
produto que ¢ detectado pelo eletrodo'”. Sendo assim, o biossensor pode
ser definido como um sistema constituido de um componente biolégico
ativo e um transdutor, que estdo intimamente em contato, transformando a
concentracdo de um analito em um sinal elétrico mensuravel.

A combinagdo das propriedades enzimaticas com eletrodos forma
sistema de detecgcdo seletivo que pode ser de duas formas: eletrodos
enzimaticos, onde a enzima ¢ imobilizada em contato direto com o
eletrodo; ou reator enzimatico, onde a enzima € 1mobilizada em um reator
colocado antes do eletrodo, em um sistema em fluxd!”’.

Para a construgdo de um biossensor, deve-se seguir os seguintes
critérios®?;

1- Escolha da enzima - escolhe-se uma enzima que reaja com a substincia
a ser analisada. O ideal seria envolver o uso da fungdo primarnia da enzima,
isto €, a reagdo principal Enzima-Substrato.

2- Obten¢do da enzima - as enzimas podem estar na forma pura ou impura.
Algumas enzimas impuras sdo estavels podendo ser usadas por uma
semana. Outras tém atividade muito baixa ndo podendo ser utilizadas sem
purificagéo.

3- Imobilizaciio da enzima i
4- Colocagdo da enzima imobilizada no sensor adequado - a enzima
imobilizada ¢ acoplada a base de um sensor eletroquimico adequado, que
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responda ao desaparecimento de um dos reagentes ou a um dos produtos
formados.

Dentre os biossensores, os mais utilizados até o momento tem sido
0S potenciometricos € 0S amperométricos.

V.2 - Biossensores Potenciométricos

Biossensores potenciométricos utilizam transdutor potenciométrico
para monitorar as variagdes nas concentragdes do produto ou do
substrato™”. Neste biossensor a enzima imobilizada é acoplada
diretamente sobre a superficie do transdutor potenciométrico.

V.3 - Biossensores Amperométricos

Os biossensores amperométricos tém atraido a atengdo dos
eletroanaliticos desde que surgiu o primeiro eletrodo enzimatico.

Estes sensores sdo os mais exatos devido & proporcionalidade entre
a intensidade de corrente e a concentragio. Entdo, a enzima imobilizada é
acoplada a um transdutor amperométrico, que vai detectar a corrente de
acordo com a variagdo das concentragdes do produto ou do substrato da
enzima.

Eles podem ser classificados em dois grandes grupos de acordo com
o tipo de enzima. Caso a enzima utilizada seja da classe das oxidases,
pode-se detectar O, consumido ou o peroxido de hidrogénio produzido.
No caso das deidrogenases, determina-se um cofator enzimatico ow um
mediador de 6xido-reducao’'”.
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Pela disponibilidade comercial na forma purificada ¢ sendo
altamente ativa, as enzimas oxido-redutases sdo as mais utilizadas para
analises quimicas cujas reagdes nas quais elas atuam seguem o esquema
geral:

Substrato + O, (ar) @y produto + H,O,

Como o O, ¢ um bom oxidante, a reagdo ¢ termodinamicamente
favoravel a formacdo do produto. No caso da utilizagdo das oxidases,
onde o oxigénio € o aceptor eletrénico fisiologico, o problema da sua
flutuagdo pode ser eliminado pela escolha de um aceptor alternativo de

transferéncia de elétrons, ou seja, de um mediador®”’.

V.3.1 - Mediadores Eletronicos

O oxigénio, que se constitt em um aceptor natural de elétrons,
pode ser substituido por outras substdncias aceptoras de elétrons,
conhecidas como mediadores. O mediador (Med,,) reoxida a enzima
oxidase da forma reduzida (Ox,eg), €m uma primeira etapa rapida, que ¢
seguida de reoxidagdo eletroquimica do mediador na forma reduzida
(Med,q), transportando os elétrons para o eletrodo, caso o potencial
aplicado seja mais positivo que o potencial normal E* | do mediador''”.

OXreg + Medoy — Oxoy + Medred

Med,es — Med, + 2H + 2¢

Eapl. > E

Os aceptores de elétrons, sdo compostos que possuem potenciais
redox numa faixa de potencial 6timo entre -150 a 0 mV vs ECS. Isto
permite que substancias interferentes, facilmente oxidaveis, como
ascorbato e paracetamol, ndo interfiram nos sinais das respostas
obtidas"”,
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Geralmente, os mediadores sdo espécies que possuem alta massa
molecular e permitem a troca de elétrons entre o centro redox da enzima e
o eletrodo de trabalho (ex: eletrodos de ouro, platina ou carbono)?.

O mediador ideal para uso em eletroquimica deve reagir
rapidamente com a enzima, exibir cinética heterogénea reversivel e ter
baixo potencial de regeneragao. Deve ser estavel frente a variagdes de pH,
temperatura, estado redox € a molécula de oxigénio®?.

A Figura V.1 mostra o esquema de uma reagio enzimatica
envolvendo mediador.

eletrode forma
imobilizada

/ ay, / solugao eletrodo  imobilizads selugio
% Med.. Erea pmdutu 4 / // Sub
€; / .

\\ Mediador Enzima = Enzima
‘ Mediador
Med,.; E.. ‘<

ATaa ) Xy \

Produto

Figura V.1 - Esquema da reagdo catalisada enzimaticamente na qual atua
o mediador onde E representa enzima ¢ Med o mediador,
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V.3.2 - Reator Enzimdtico™”

Enzimas imobilizadas em um reator aparentam maior estabilidade
que as imobilizadas na superficie do eletrodo.

Ha varias configuragdes de reatores, dentre as quais, as mais usuais
sdo os reatores do tipo tubular aberto, rechedo e semi-recheado.

No reator tubular aberto, a enzima é colocado de maneira a recobrir
a parede interna do tubo. Este reator apresenta a desvantagem de ter
pequena area de superficie disponivel para imobilizagdo, sendo
necessario, entdo, utilizar um tubo de grande extenséo.

O reator rechedo ¢ o mais utilizado. Neste caso, a enzima €
imobilizada sobre um suporte que preenche um tubo de nylon. Sua
eficiéncia depende de varios fatores, tais como o processo de imobilizagio
enzimatica, a escolha do suporte ¢ do tamanho do mesmo. Particulas
pequenas possuem maiores areas de superficie, 0 que € importante para a
imobilizagdo de maior quantidade de enzima, porém, pode apresentar
problemas de impedimento do fluxo.

No reator semi-recheado, ha um compromisso entre o reator tubular
aberto ¢ o recheado em termos de dispersdo, eficiéncia da reacgdo e
pressdo de retorno para evitar a compactagdo do material enzimatico.
Neste reator, a enzima imobilizada no suporte € perfilada num tubo de
nylon ou espiral de vidro.

A reacdo enzimatica que ocorre no reator pode ser monitorada
utilizando-se um eletrodo. Algumas vantagens podem ser citadas, como a
maior quantidade de enzima imobilizada que favorece a formagdo do
produto, implicando em uma maior conversio do substrato. Outra
vantagem ¢ que a eficiéncia do reator ndo ¢ afetada pelas pequenas
variagdes na velocidade de fluxo, pH, for¢a ibnica, temperatura, assim
como a presenca de inibidores e ativadores em baixas concentragdes.

Durante seu caminho até o detector, a amostra liquida, injetada no
sistema de fluxo continuo, se dispersa de modo reprodativel e faz com que
o analito reaja com os reagentes. O produto chega ao detector de forma
concentrada, ¢ € detectado em forma de pico. A altura deste pico é
proporcional a concentragdo do produto da reagdo, enquanto que a
integragdo da area do pico € proporcional d quantidade de amostra
injetada.
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Capitulo VI

Oxalato Oxidase

V1.1 - Caracteristicas Gerais

A oxalato oxidase € uma enzima pertencente ao grupo das oxidases
que constituem uma das principais classes das oxidoredutases. O termo
“oxidase”¢ um nome recomendado para oxidoredutases que utilizam a
molécula de O, como aceptor de elétrons. Pode também ser definido como
sendo o grupo de enzimas que catalisam as reagdes nas quais todos o0s
elétrons provenientes do substrato sejam transferidas para o O;, um agente
oxidante natural, para formar qualquer produto reduzido de O; conhecido
nos sistemas biolégicos ( como por exemplo a H,O e a H,O, )" ¥ A
reagdo global de oxidagdo oxida irreversivelmente o substrato a produto,
devido a forte acdo oxidante do oxigénio molecular’”.

Uma flavoproteina oxidase simples, como a oxalato oxidase, possui
a flavina como sendo o tnico grupo prostético reconhecido que serve para
transferir elétrons oriundos do substrato. Assim, sdo caracterizados por
fortes ligagOes com cofatores redox ativos, sendo o mais comum a FAD
(flavina-adenina dinucleotideo) ¢ FMN (flavina mononucleotideo), mas
que, na sua forma purificada, nio necessita de um cofator! > 3*3%

A oxalato oxidase EC1.2.3.4, catalisa a oxidagdo aerobica do acido
oxalico ¢ € encontrada em musgos, plantas superiores ¢ algumas espécies
de fungos. A enzima foi descoberta por Houget ef a/ em 1927 em musgos
criados em agua fresca catalisando a reagio:

(COOH), + O, * 2C0O; + HyO,

Entdo, quantidades estequiométricas de acido oxalico se reduzem a
medida que ha formagdo de CO,**.
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V1.2 - Ativadores ¢ inibidores da oxalato oxidase

Varios anions e cations como calcio, cobre, fluoreto, assim como,
alguns sais como os de cloreto, acetato, fosfato ¢ citrato de sodio, inibem
a enzima causando a diminuicdo dos sinais detectados nas analises
quimicas de acido oxalico. Entdo, utiliza-se algumas substancias
ativadoras que aumentam a atividade enzimatica e o tempo de vida da
enzima®> %,

A ativagdo pode ser feita com adigdo de 8-hidroxiquinolina e/ou
EDTA, devido a complexagdo de algumas impurezas metalicas presentes
que provocam a inibi¢do da enzima, acarretando formagao de espécies que
possam transportar elétrons, ou que atuem sobre o sitio ativo da enzima.

O cianeto em baixas concentragdes, provoca um efeito similar que
ao do EDTA e da 8-hidroxiquinolina, ou seja, complexando metais,
aumentando a atividade da enzima.

Compostos como flavina atuam como cofator, ativando também a
enzima. Além destes compostos, algumas quinonas, como a
hidroxiquinona, p-quinona e a quinolina, ativam a enzima".

Mesmo com a adi¢do destes ativadores, a oxalato oxidase sofre
grande interferéncia causada por acido L-ascorbico, comumente presente
em amostras biolagicas, devido ao seu potencial redutor®.
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Capitulo VII

Reagentes ¢ Aparelhagem utilizados

VII.1 - Reagentes Ultilizados

- Glutaraldeido 25% (m/m), Aldrich em H,O posteriormente diluido
para 15% (m/m) em H,O
- Glicina p.a. 99%, Carlo Erba
- Acido Oxalico p.a. 99%, Sigma n® 0-0376 lote 112H0252
- Enzima oxalato oxidase EC 1.2.3.4 , Sigma n2 04127 lotes 72F-
3878 e 88F3850 com 0,71U/mg
- Kit enzimatico, Sigma Diagnostics n® 591-2 lotes 063H-6216 ¢
084H-6038 contendo 0,17U/mg de oxalato oxidase ¢ 5,55U/mg de
peroxidase
- Grafite, Fluka pureza aproximada de 99,9% e cinza ~ 0,05%
- Azul de metileno p.a., Carlo Erba
- Azul de meldola p.a. 90%, Aldrich
- Silica gel, Fluka com 70-230 mesh, didmetro médio de 60 A e area
superficial de 500 m? /g
- Folhas de caruru provenientes de Presidente Venceslau
- Beterrabas e cevada obtidas no mercado local.
Os demais reagentes utilizados também foram de grau analitico.
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VI1.2 - Aparelhavem utilizada

- Unidade pO; - pCO; tipo OP-925/2 - Radelkis

- Célula modelo OP-925/2 - Radelkis

- Analisador de pH/ ion OP-271 - Radelkis

- Banho termostatico - Colora tipo KT10K

- Eletrodo Radelkis OP7113-S adaptado para determinagdes de CO,

- Injetor comutador automatico Micronal B352

- Bomba peristaltica Ismatec mp13GJ-4

- Célula voltamétrica com sistema de trés eletrodos

- Célula de detecgdo amperométrica constituido de trés eletrodos

- Potenciostato/ Galvanostato PAR modelo 273A interfaceado com
microcomputador

- Potenciostato Ecochemie Autolab PGSTAT20 interfaceado com
microcomputador
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Capitulo VIII

Técnicas de Imobilizacio

VIIL I - Imobilizacdo enzimdtica

VIIL 1.1 - Imobilizacdo em tecidos vegetaiys

A enzima oxalato oxidase € encontrada em fungos, liquens, musgos
¢ em algumas plantas superiores. Mais especificadamente pode-se citar a
beterraba, a cevada, o sorgo, o caruru € a casca de banana, entre outras
fontes.

Para construgdo do biossensor potenciométrico, utilizaram-se fatias
de talo de beterraba vermelha (Beta vulgaris rapacea). Os talos foram
cortados em pedagos de aproximadamente 5 c¢cm de comprimento,
condicionados em solugdo de KCI 1% (m/m) por 15 min. e fatiados em
finas camadas, de cerca de 0,5 mm de espessura, e usados como suporte,
conforme mostra a Figura VIII.1.



Parte B: Parte Experimental 38

0,5mm

talo de
beterraba

Figura VIII. 1 - Sentido do corte do talo de beterraba a ser utilizado como
suporte para imobilizagdo enzimatica.

Para constru¢do do reator enzimatico, utilizou-se 0,16 g de folhas
de caruru cortadas em pedagos de aproximadamente 15 mm? e
condicionadas em solu¢do de KCI 1% (m/m) por 15 min.

VIII.1.2 - Imobilizacdo por método de suporte com ligacdo covalente

As fatias de beterraba, descritas no item VIII.1.1, foram
condicionadas em 1 mL da solugdo da enzima oxalato oxidase (EC
1.234) do “kit’enzimatico (3U/mL) previamente reconstituida em
solu¢do tampdo succinato 0,05 mol/L, pH=3,8 durante uma semana, a
temperatura de cerca de 0°C.
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VIII.1.3 - Imobilizacdo por método da ligacdo quimica com suporte
utilizando reagentes polifuncionais

Como suporte utilizaram-se as fatias do talo de beterraba, descritas
no item VII1.1.1, nas quais foi imobilizada a enzima purificada oxalato
oxidase (EC 1.2.3.4) do kit enzimatico (3U/mg). Utilizou-se solugdo de
glutaraldeido 15% (m/m), como reagente polifuncional, para recobrir as
fatias de beterraba, condicionando por 1 noite em geladeira. As fatias
foram depois lavadas 15 vezes com agua destilada, 2 vezes com solugdo
de glicia 0.1 mol/LL e mais 3 vezes com agua destilada. Posteriormente,
foram colocadas em 1 mL de solugdo da enzima (3 U/mL), previamente
reconstituida em solugdo tampdo succinato 0,05 mol/L. pH=3,8, por uma
semana, a temperatura de cerca de 0°C.

VIII.1.4 - Imobilizacdo via radiagcdo gama

As fatias de beterraba descritas em VIII.1.1 foram colocadas em
ampolas de “pirex"de 1 cm de didmetro externo e submetidas aos
seguintes ambientes: ar atmosférico, ou nitrogénio, ou argénio, ou vacuo.
Algumas fatias de beterraba foram irradiadas na presenca do tampao
citrato 0,05 mol/L, pH= 4,0 contendo 1 mmol/L de EDTA.

No método da selagem em ar atmosférico, usou-se um magarico
para fechar as ampolas. Para selagem a vacuo, utilizou-se uma tomeira de
trés vias (Figura VIIL2)®. A ampola contendo material foi conectado a
torneira, que permitia interliga-la a uma bexiga com nitrogénio ¢ a uma
bomba de vacuo. Primeiramente, fez-se vacuo na ampola e a seguir
passou-se nitrogénio no interior desta, pela manipulagdo da tomeira.
Repetiu-se esta operagdo por 3 vezes, finalizando com o vacuo enquanto
lacrava a ampola com auxilio de magarico. Para aquelas com ambiente de
nitrogénio e argdnio, seguiu-se o mesmo procedimento citado, finalizando
a operagdo com © gas nitrogénio ou argdnio durante o processo de lacrar
as ampolas. '
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Em seguida, estas ampolas foram colocadas em recipiente de isopor
contendo gelo (0°C) e irradiadas com radiagdo gama numa dose de
IMrad, tendo-se Co-60 como fonte emissora.

MACARCO

T\
|
|

OxIGE NiD\

BOTI2R0
DE

Giy

Figura VIII.2 - Sistema utilizado para selar as ampolas contendo o
material a ser irradiado sob vacuo, nitrogénio ou argdnio.
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VHUI.1.5 - Imobilizacdo por método da ocluséo

Pesaram-se cerca de 5 mg de grafite, 5 mg de silica gel
funcionalizada, com mediador previamente imobilizado, e 3 mg de oxalato
oxidase purtficada EC 1234 (0,71U/mg). Homogeneizou-se¢ €
adicionaram-se 25 ul. de nujol. Misturou-se até obtengdo de uma pasta
uniforme.

VIII.2 - Imobilizacdo dos mediadores

VIIL.2.1 - Azul de metileno imobilizado em silica funcionalizada com
oxido de titdnio

Cerca de 0.2 g de silica gel funcionalizada com oxido de titanio”

foram colocadas em um recipiente contendo 4 mL de solugao de azul de
metileno 1mmol/L por aproximadamente 30 min. Posteriormente, lavou-se
o material 5 vezes com agua destilada e secou-o em estufa a 100°C.

A inorganofuncionaliza¢do da superficie da silica foi feita pesando-
se cerca de 80 g de silica gel previamente seca em estufa a 150°C sob
vacuo por 4 horas. Adicionou-se a seguir 400 mL de tetracloreto de
carbono anidro ¢ 20 mL de tetracloreto de titAnio. Refluxou-se por 10 h
com agita¢do constante, em atmosfera de nitrogénio. Filtrou-se ¢ lavou-se
com CCly. Secou-se a 130°C sob vacuo por 4 h. Deixou-se em ambiente
de vapor de agua para hidrdlise lenta, lavou-se com agua deiomzada ¢
secou-se novamente a vacuo por 4 h a temperatura de 150°C7,



Parte B: Parte Expertmental 42

VIIL.2.2 - Azul de meldola em silica funcionalizada com ¢xido de titdnio-

fosfato.

Aproximadamente 0,1 g de silica gel funcionalizada com oxido de
titanio-fosfato™ foram colocadas em um béquer de 25 mL contendo 10
mL de solugdo de azul de meldola 2% (m/m). Deixou-se em repouso por
30 min. e lavou-se 10 vezes com agua destilada. Filtrou-se a vacuo e
secou-se ao ar.

A preparagdo da silica com oxido de titdnio-fosfato, consistiu em
pesar 20 g de silica funcionalizada com éxido de titdnio, adicionar 200 mL
de solugdo 0.1 mol/L de HiPO,4 e agitar por 8 h. Lavar, filtrar ¢ secar a
vacuo numa temperatura aproximada de 80'C*%.
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Capitulo IX

Construcéo dos biossensores

.1 - Biossensor Potenciométrico

As fatias do talo de beterraba com a enzima oxalato oxidase
imobilizada, conforme capitulo VIII nos itens 1.1, 1.2, 1.3 ¢ 1.4, foram
presas diretamente sobre a superficie do eletrodo sensivel a didxido de
carbono com auxilio de uma fita de teflon como mostra a Figura IX.1.

+

eletrodo de
— €0,

fita de tefion
-~

Pl

-
=

— fatia do
talo de
beterraba

Figura IX.1 - Eletrodo sensivel ao gas dioxido de carbono com fatia de
beterraba presa em sua superficie.
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IX.1.1 - Transdutor potenciométrico®

O transdutor potenciométrico utilizado foi o eletrodo de CO,, que
consiste na combinagcdo de um vidro sensivel a pH, um eletrodo de
referéncia ¢ uma membrana permeavel a gas ( Figura IX.2). Entre o eletrodo
de vidro e a membrana, ha um filme de solugdo de bicarbonato de sodio
(NaHCO;)/ NaCl. Quando o eletrodo ¢ exposto a solugdo contendo CO,,
moléculas deste gas difundem através da membrana permeavel alterando o
pH da solugdo interna de bicarbonato. Esta variagdo de pH, ou seja, do
potencial do eletrodo, esta diretamente relacionada a pressdo parcial do gas
(Lei de Henry).

I
borracha 1_9_
e COrpo
do eletrodo
fio de /

Ag JAgCl

anel de

=
E D“’f borracha

™. membrana
de teflon

Figura IX.2 - Representagdo das partes que compdem o eletrodo sensivel ao
gas dioxido de carbono.
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A solugdo de referéncia interna, foi constituida de solugdo de NaHCO;
0,01 mol/L contendo NaCl 0,5 mol/L.

.2 - Biossensor Amperométrico

A enzima oxalato oxidase imobilizada conforme item VIIL.1.5, foi
colocada no eletrodo de platina como mostra a Figura IX.3. Ap6s colocar a
pasta de carbono, a superficie foi nivelada com auxilio de um papel sulfite
apoiado sobre uma placa de vidro.

HF__“ fio de NifCu
T durepox®

pasta de carbono

Figura I1X.3 - Eletrodo de platina com pasta de carbono colocada em contato
direto com a superficie de platina.
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Eletrodos quimicamente modificados foram construidos para estudos
do comportamento dos mediadores. Para isto, pesaram-se 5 mg de grafite e 5
mg de silica gel funcionalizada com mediador imobilizado. Misturou-se em
um vidro de relégio e adicionaram-se 25 ul de nujol. Homogeneizou-se até
obter uma pasta uniforme.

IX.2.1 - Transdutor amperométrico

Utilizou-se um eletrodo de platina para a construg¢do deste biossensor,
o qual passou a ser o eletrodo de trabalho a ser utilizado na célula de
medida. O eletrodo de platina est4 representado na Figura IX 4.

‘\\.._ durepox®

COrpo ~ | |
de

v araldite®

fio de ’—!/
platina "~ disco de platina

Figura IX 4 - Eletrodo de platina com corpo de tubo de vidro, acoplado com
um disco de platina de 4 mm de didmetro, cuja ponta possui profundidade de
1 mm.

fio Ni-Cu
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IX 3. - Reatores Enzimaticos

IX.3.1 - Reator Enzimatico com deteccdo amperométrica

Preencheu-se uma coluna de 2,1 mm de didmetro interno e 107 mm de
comprimento com folhas de caruru tratadas conforme item VIII.1.1
colocadas de forma a ficarem perfiladas ao longo do tubo conforme Figura
IX.5.

13 de vidro folhas de caruru

LRl G |
saida de «—— o fnds

fluxo fluxo

Figura IX.5 - Reator enzimatico constituido de uma coluna de 2,1 mm de
didmetro interno € 107 mm de comprimento contendo folhas de caruru.
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IX.3.2 - Reator Enzimatico com detec¢do potenciométrica

Para estudos das condigdes de pH das solugdes utilizadas montou-se
um reator enzimatico para medidas potenciométricas. Este reator, consitiu de
uma barra magnética de formato circular com uma cavidade no centro onde
foram colocadas 0,4 g do material biolégico cortados em pequenos pedagos
(talo, semente e semente germinada de beterraba ) que foram presas com
uma rede de nylon ¢ uma borracha conforme mostra a Figura IX.6.

_material biolagico elastico

rede de
nylon

barra magnética

Figura IX.6 - Reator enzimatico para detec¢do potenciométrica com 0,4g de
material biolégico presas com uma rede de nylon e uma borracha, que foi
utilizado também como barra magnética da solugao.
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Capitulo X

Células Utilizadas

X 1 - Células utilizadas com biossensor potenciométrico

A principio, utilizou-se a célula da Radelkis modelo OP925/2,
termostatizada a 30°C, de volume igual a 40 uL. acoplada a unidade tipo OP-
925/2, que monitora a variagdo de pCO; presente na solugao de acido oxalico
conforme Figura X.1. Nesta célula, o biossensor foi colocado em um dos
orificios e no outro orificio, oposto a este, fixou-se o corpo de um eletrodo
revestido com um filme de PVC. A solugio de acido oxalico foi inserida na
célula com auxilio de uma seringa de 2,5 mL conectada a um tubo de teflon,
injetando-se um volume de 1 mL de solugdes de acido oxalico em diferentes
concentragoes.
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seringa

)

< 10

@filme transparente de PYC
@ fatia do talo de beterraba

Figura X.1 - Célula de 40 ul. com termostatizagdo em cujos orificios se
encaixam os eletrodos. Neste modelo, utilizou-se eletrodo sensivel a CO,
com fatia de beterraba presa em um dos lados e do outro lado, o corpo de um
eletrodo revestido com filme de PVC.

Uma outra célula usada posteriormente é mostrada na Figura X.2. Esta
célula, com capacidade de 10 mL, permite um borbulhamento continuo de O,
previamente tratado com solu¢do saturada de Ba(OH),. A temperatura foi
mantida constante em 30°C utilizando-se um banho termostatico, com
agitagdo constante. Solugdo tampdo citrato 0,05 mol/L contendo 1 mmol/L de
EDTA e 2 mmol/L de 8-hidroxiquinolina foi colocada com auxilio de uma
pipeta volumétrica de 10 mL e, em seguida, adicionou-se 100 pl. de solugdo
estoque de 4cido oxalico 0,1 mol/L. Estas solugdes foram trocadas para cada
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sequéncia de leituras. Este biossensor foi acoplado a um analisador de
fons/pH OP271 da Radelkis, cujos resultados foram obtidos em varia¢oes de
potenciais (AE).

Figura X.2 - Célula de camisa termostatizada de volume igual a 10 mL, com
agitagdo magnética e borbulhamento continuo de O,, previamente tratado
com solugdo saturada de Ba(OH),.
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X.2 - Célula utilizada com biossensor amperométrico

A célula utilizada consiste de um recipiente de vidro de 5 mL, fechado
com uma tampa de PVC contendo 3 orificios onde sdo colocados os
eletrodos de referéncia, trabalho ¢ auxiliar. H4 também, mais dois orificios,
um para borbulhamento de nitrogénio e outro para saida conforme mostra a
Figura X.3 além de um outro orificio para adi¢do de amostras.

eéluladf

entrada e
saida de
N,

tampa

eletrodo de

...... 'raha[hn

{——_eletrodo
eleimn n de auxiliar
referéncia

Figura X.3 - Célula utilizada para estudos eletroquimicos, com orificios para
acoplamento de eletrodos de referéncia, auxiliar e trabalho, além de
borbulhamento do gés nitrogénio (entrada e saida) e adigdo de amostras.
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Utilizou-se como eletrodo de referéncia o Eletrodo de Calomelano
Saturado (ECS) e como auxihar um fio de platina em forma espiral.

X.3 - Celula amperométrica utilizando reator enzimdtico

A célula de deteccdo amperométrica consistiu de um eletrodo de
trabalho de platina na forma de disco de 0,2 mm’ de superficie, como
eletrodo auxiliar, uma lamina de platina perfurada de 0,5 mm de didmetro
mterno, espessura de 0.2 mm e como eletrodo de referéncia o ECS como
mostra a Figura X 447,

Figura X4 - Célula amperométrica utihzada para medidas com sistema de
injecdo em fluxo, onde 1- fio terra; 2-eletrodo de trabalho; 3- eletrodo
auxiliar; 4- tubo de polietileno para eletrodo de referéncia, 5- ponteira de
Vycor Fritz e 6- orificio com Imm de didmetro interno®"’
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X 4 - Célula utilizada com reator enzimdtico com deteccdo potenciométrica

Utilizou-se a célula de camisa termostatizada mostrado e descrito no
item X.1. Para estas medidas substitutu-se a barra magnética pelo reator
enzimatico conforme mostra a Figura X.5.

eletrodo ' (@)
—
borracha de silicone
0‘,
\
—p Hzo
— reator
= H,0

Figura X 5 - Célula utilizada para detecgdo potenciométrica utilizando reator
enzimatico contendo o talo, a semente ou a semente germinada da beterraba
cortados em pedagos de tamanho variado presas por uma rede de nylon e
borracha que agitou a solugédo.
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Capitulo XI

Metodologias Analiticas

X1.1 - Determinacdo Potenciométrica

Todas as medidas potenciométricas que utilizaram a célula da Figura
X.1, foram realizadas a temperatura de 35'C, injetando-se 1 mL de solugdo
de acido oxdlico mantida a 35°C com auxilio de um banho termostatico. A
célula da Figura X.2, foi utilizada para fazer a maiona das determinagGes
necessarias para o uso do biossensor. Colocaram-se nesta célula 10 mL de
solugdo tampao e adicionou-se solugdo estoque de acido oxalico 0,1 mol/L.
As letturas foram realizadas no tempo fixo de 3 minutos para obtengio das
curvas de calibragdo. Para obtengdo das curvas cinéticas utilizou-se
concentracao fixa de acido oxalico de 1 mmol/L.

Varios parametros analiticos foram estudados a fim de se encontrar as
melhores condigdes.

X1.1.1 - Escolha do material para suporte

Para escolha do matenal para suporte, pesaram-se cerca de 0,4g de
cada material que em seguida, foram colocados dentro de um agitador
magnetico mostrado na Figura IX.6.

O talo e a semente de beterraba foram cortados em pequenos pedagos
e condicionados em solugdo de KC1 1% (m/m) por 15 minutos e colocados,
com auxilio de uma pinga, no reator enzimatico.
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As sementes de beterraba lavadas 5 vezes com agua deionizada, foram
colocadas sobre o papel de filtro com auxilio de uma pinga, acondicionando
em uma placa de Petri. A superficie do papel de filtro fol umedecida com
agua delonizada previamente fervida e esfriada. Deixou-se em repouso por 2
semanas umidecendo-se, periodicamente, o papel de filtro com a&gua
deionizada fervida. Apos este periodo, as sementes germinadas foram
cortadas, com uma faca de ago inox lavada com solugdo de EDTA 2 mmol/L,
condicionadas em solugdo de KCI 1% (m/m) e colocadas no reator
enzimatico.

X1.1.2 - Escolha do pH de trabalho

Para definir o melhor pH de trabalho para o biossensor
potenciométrico, prepararam-se solugdes de acido succinico 0,05 mol/L de
pHs de 3,0 a 5,5 ajustados com solugdes de NaOH e solugdes de H,SO, de
pH=2,0¢ 2.5,

Para compararem-se as diferengas de pH otimo das varias fontes de
oxalato oxidase, utilizaram-se as fatias de beterraba e as folhas de caruru. As
fatias de beterraba e as folhas de caruru foram condicionadas em solugtes de
diferentes pHs, condicionadas por uma noite a temperatura aproximada de
0°C. A seguir, cada uma destas membranas foi colocada na superficie do
eletrodo de gas sensivel a CO, . Utilizando-se a célula termostatizada
colocaram-se 10 mL da solugdo tampdo succinato pH=3,5, adicionaram-se
100uL de acido oxdlico 0,1 mol/L e mediu-se o potencial apos 3 minutos. A
seguir, foram feitas as leituras dos potenciais das solugdes de pH=2.0, 2,5,
3,0,4,0,45,50e5.,5.
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X1.1.3 - Estudo do efeito da temperatura ¢ da concentracdo do eletrélito
nterno

Para realizar o estudo da solugdo de referéncia interna a ser utilizada,
empregaram-se solugdes de bicarbonato de sodio 0,005 mol/L, 0,01 mol/L. e
0,1 mol/LL contendo 0,5 mol/L de Na(l saturada de AgCl variando-se as
temperaturas de 25, 30 e 40°C.

Utilizando-se a solugdo de referéncia intema de bicarbonato de sodio
0,0lmol/I. com 0,5 mol/LL de NaCl e do talo de beterraba com enzima
imobihizada em tecido vegetal ¢ tratada com glutaraldeido, fez-se a curva de
calibragao do biossensor com 10 mL de solugdo de tampdo citrato 0,05
mol/LL. pH=4,0, adicionando-se solugdo estoque de acido oxalico 0,1 mol/L
utilizando a célula da Figura X.2 variando a temperatura em 25, 30 ¢ 35°C.

X1.2 - Determinacdo Amperométrica

XI1.2.1 - Estudos eletroguimicos

Colocaram-se 5 mL de solugdo tampdo succinato 0,1 mol/L. na célula
representada na Figura X.3. Borbulhou-se nitrogénio por cerca de 10
minutos e, utilizando eletrodo quimicamente modificado, obtiveram-se
voltamogramas ciclicos na faixa de potencial de -0,3 a +0,3 V vs. ECS a
25°C. As curvas de calibragdo foram obtidas fixando-se os potenciais em -50
mV e +60 mV para os biossensores com mediadores azul de metileno e azul
de meldola, respectivamente. As solugdes estoques de acido oxalico foram
adicionadas em pequenas quantidades com auxilio de micropipetas de
volume regulavel de 5 a 50 pl. e de 40 a 200 ulL.

Para a escolha do pH otimo dos biossensores amperométricos,
utilizaram-se solugdes de acido succinico 0,1 mol/lL com pH’s ajustados por
solu¢des de NaOH e H;SO4 em 4.0, 3,5, 4,5, 3,0, 5,5, 2,5 ¢ 2,0 estudados
nesta seqiiencia.
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X1.2.2 - Andlise por injecdo em fluxo

O sistema por inje¢do em fluxo (FIA), acoplado a célula
amperométrica da Figura X. 4 ¢ representado esquematicamente pela Figura
XI.1.

1, Tu : |
H lxo

Figura X1.1 - Esquema do sistema de injeg¢do em fluxo utilizado
onde . A= carregador (tampdo succinato 0,05 mol/L, pH=3,5
com EDTA 1 mmol/L)

B= bomba peristaltica

C= reator enzimatico

D= célula de detec¢do amperométrica

E= injetor do sistema de injecdo em fluxo utilizado

Para inje¢do da solugdo de acido oxalico, foi empregado um “loop™de
110 uL no mjetor automatico. A detecg¢do do produto (H;O,) foi realizada
aplicando-se potencial de +0,7 V.
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Capitulo XII

Efeito das diferentes imobilizacdes da enzima no biossensor
potenciométrico

XI11.1 - Escolha da célula utilizada

A célula da Figura X.1 ndo permitia obter estabilidade suficiente pois,
seu sistema de termostatizagdo oscilava em quase 1°C, além de apresentar
problemas de forma¢do de bolhas na superficie do biossensor, o que
acarretava erros nas medidas obtidas, que se manifestavam na forma de
oscilagdes nos valores de pCO, e do rompimento da membrana do eletrodo
de CO,, ndo permitindo seu uso por tempo prolongado.

Para ehminar estes problemas, construiu-se uma célula de camisa
termostatizada através de um banho termostatico ( Figura X.2) que permitiu
um controle de temperatura mais eficiente. Com a agitagdo magnética
constante, previniu-se e evitou-se a formagdo de bolhas na superficie do
biossensor além de homogeneizar a solugdo analisada.

A enzima, oxalato oxidase, necessita das moléculas de oxigénio como
aceptor de elétrons para realizar a sua catalise. Devido ao forte poder de
oxidagdo da molécula de oxigénio, esta reagdo catalisada é quimicamente
irreversivel. Como a flutuagdo da concentragdo de oxigénio na solugdo
constitue em um fator limitante desta reagdo enzimatica®!’, o oxigénio foi
borbuthado na solugdo fazendo com que houvesse maior formagdo de CO»
detectavel, como mostra a Figura XII.1.
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Figura XII.1 - Efeito do gas oxigénio no sistema utilizado. (a) Curva obtida
sem borbulhamento de oxigénio no sistema; (b) Curva obtida com o
borbulhamento de oxigénio na solugio analisada.
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Para evitar interferéncias e erros nas medidas, principalmente de CO,
do ar atmosférico, que se manifestam na forma de oscilagdes dos valores de

potenciais, 0 0xigénio recebeu um tratamento prévio com solugio saturada de
Ba(OH):.

X11.2 - Escolha do material para suporte

Tecidos biologicos como plantas ¢ tecidos animais tém sido utilizados
para fabricagdo de biossensores por conterem enzimas™” Sabe-se que a
oxalato oxidase estd presente em varas plantas como: cevada, caruru,
beterraba, entre outros e que nestes meios, por ser o ambiente natural, esta
enzima, apresenta-se no seu estado mais estavel. Assim, aproveitando-se
deste fato, utilizou-se um destes vegetais como suporte para imobilizagdo
enzimatica. Escolheu-se¢ a beterraba vermelha ( Beta vulgaris rapacea)
devido a sua disponibilidade no mercado, pela estabilidade apresentada pela
enzima ¢ pela grande resisténcia a inibi¢oes causadas por alguns sais em altas
concentragdes .

A beterraba constitue-se de folhas, caule e raiz. Dentre estes, a
possibilidade de usar as folhas foi descartada devido a facilidade de
degradagdo. Visto que, os trabalhos publicados, com a oxalato oxidase de
beterraba utilizaram o caule para extrair a enzima'“**, estudou-se o emprego
do caule, da semente e da semente germinada.

A Figura XII.2 mostra os resultados obtidos utilizando-se estes
materials como fonte enzimatica.
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Figura X711 2- Curvas obtidas utilizando o caule (talo) da beterraba, a semente
e a semente germinada como fonte de oxalato oxidase. Com tampdo citrato
0,05 mol/L pH=4,0 contendo 1 mmol/L de EDTA, T=30°C e tempo de leitura

fixada em 3 min.
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O talo de beterraba apresentou maior variagdo de potencial (AE),
comprovando ter maior atividade e podendo ser facilmente adaptado para ser
colocado diretamente sobre a superficie do eletrodo. Assim, foi necessario
cortar o talo de beterraba numa espessura tal que permitisse obter
estabilidade mecénica e um bom tempo de resposta®”’. Com auxilio de uma
lamina de ago inoxidavel, cortou-s¢ manualmente o talo em fatias o mais fino
possivel. Para evitar que haja algum tipo de contaminagdo de ions metalicos
pela lamina, lavou-a com solugdo de EDTA 2 mmol/L.

X11. 3 - Escolha da enzima comercialmente disponivel

A oxalato oxidase EC1.2.3.4, encontra-se comercialmente disponivel
sob duas formas. Uma, na forma purificada, extraida da cevada, contendo
0,8U/mg, e a outra, na forma de “kit” enzimatico para analise de oxalato na
urina, cujo frasco contém 3U/mL de oxalato oxidase e 100U/mL de
peroxidase extraida de rabano. Ambas, sdo encontradas na forma de po
liofilizado para serem reconstituidos em solugdo tampdo succinato
0,05mol/L., pH=3,8.

Apos a reconstituigdio da enzima, condicionaram-se as fatias de
beterraba imobilizando-as conforme descrito no item VIIL.1.2. Os
biossensores construidos com estas fatias de beterraba, foram utilizados para
obtengdo das curvas cinéticas mostradas na Figura X11.3.
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Figura X1I.3 - Curvas cinéticas obtidas com fatias de talos de beterraba com
as duas formas de oxalato oxidase imobilizadas. Concentragdo de acido
oxalico de 045mmolL com Immol/LL de EDTA em tampac fosfato
0,05mol/L.

(a) “kit”Sigma de oxalato oxidase 3U/mL e peroxidase 100U/mL

(b) Sigma oxalato oxidase purificada (0,8 U/mg) extraida da cevada, total de
10U/mL no frasco.
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Pode-se observar que, apesar da enzima purificada possuir maior
atividade, a curva cinética obtida com a enzima do “kit”apresenta maior
variagdo de potencial. Isto ¢ explicado pela presenga da enzima peroxidase
neste “kit”. A peroxidase, catalisa a reagio

H,O, + Red _peroxidase H,O + Ox

onde: Red = agente redutor
Ox = produto oxidado

Portanto, quando associada com a reagdo catalisada pela oxalato
oxidase, tem-se como resultado um deslocamento do equilibrio da reagdo
através de maior consumo de oxalato provocado pelo consumo de um dos

produtos desta reagio, o HyO,, aumentando conseqiientemente a formacao de
CO,.

(COOH)2 + 02 oxalato oxidase _;2(:02 + H202

H,0, + Red P9 11,0 + Ox

X11.4 - pH da solugdo tampdo

De acordo com a literatura, ref. 43, 46- 49, verificou-se que a oxalato
oxidase pode ser extraida de diversas fontes vegetais e possuem diferentes
faixas de pH 6timo. Conforme mostram as Figuras XI1.4 e XIL.5, verificou-se
que a beterraba apresenta uma faixa de pH 6timo entre 3,0 a 4,5 e o caruru
entre 2,5 a 3,5. Em se tratando de um biossensor potenciométrico, o pH=4,0
¢ compativel com o sensor de CO, utilizado. Em muitos casos, a solu¢do de
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referéncia interna deste eletrodo varia de acordo com dois fatores: a
velocidade de difusdo do CO, no filme da solugdo interna do eletrodo e da
velocidade de difusdo do gas na solugdo de amostra externa ao eletrodo,
Estes efeitos, dependerdo do pH da solugdo amostra. Se esta solugdo ¢ mais
alcalina, o pH do filme da solugdo intema € alto (acima de 7,0) ¢ a
velocidade de difusdo do gas, lenta. Caso a solugdo seja mais acida, a difusdo
do gas aumenta ¢ o pH resultante na solugdo intema do eletrodo ficara abaixo
de 7,0 ®”. Isto explica o fato de que nos valores de pH acima ou abaixo
destes, observa-se um declinio nas curvas.
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Figura X114 - Determinacdo de pH 6timo para beterraba. Potenciais obtidos
em tempos de lettura t=3min. Utilizando solugdo acido oxdlico 1mmol/L em
tampdo succinato 0,05 mol/L com pH=3,0 a 5,5 ajustados com solugdo de
NaOH e em solu¢do diluida de H,SO, apH=20¢ 2.5.
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Figura XII.5 - Determinagdo de pH otimo para folhas de caruru utilizando
sensor potenciométrico. Potenciais obtidos no tempo de leitura de 3 minutos
utilizando solugdo de acido oxalico Immol/L em tamp&o succinato a pH=3,0
a 5,5 ajustados com solugdo de NaOH e em solugdo diluida de H.SO, a
pH=2,0¢ 2,5



Parte C: Resultados e Discussido 68

A Tabela X1I.1 mostra a comparagio dos valores 6timos de pH quando
se utiliza beterraba ou caruru.

Tabela XII.1: Tabela comparativa dos valores de pH encontrados
experimentalmente pelo método potenciométrico e daqueles
apresentados pela literatura.

beterraba caruru
pH experimental [3,0-4.5 2,5-35
pH da literatura  14,01%#). 4 243} ¢ 4 55D 14 548

Nota-se que ha uma discordancia entre os valores de pH otimo
encontrados neste trabalho com os da literatura. Provavelmente, um dos

principais fatores seria a diferenga de nutrientes e sais existentes entre solos
de regides diferentes.

XI1.5 - Tampdo Utilizado

Os tampOes mais utilizados para andlise de oxalato sfo os tampdes
succinato e citrato, na concentragio de 0,05 mol/L. Entre estes, escolheu-se o
tampdo citrato para a beterraba e o tampdo succinato, para a cevada e o
caruru, devido aos melhores resultados obtidos.
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Para melhorar a sensibilidade do biossensor potenciométrico, estudou-
se o efeito dos ativadores mais conhecidos para oxalato oxidase, o EDTA e a
8-hidroxiquinolina.

As Figuras XI1.6 e XII.7 mostram os resultados obtidos quando se
utilizaram as solugdes tampdes com estes ativadores.
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Figura XI1.6 - Curvas cinéticas obtidas com talo de beterraba utilizando
solugdo acido oxalico Immol/l. em tampdo succinato (a) sem EDTA e (b)
com Immol/L de EDTA .
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Observa-se através da Figura XII.6 que ha uma melhora consideravel
na sensibilidade do biossensor com a adigdo de EDTA na solugdo, embora a
velocidade da reagdo enzimatica diminua.

A Figura XI1.7 ilustra as curvas obtidas com as solugdes tampao citrato
com estes ativadores em separados e com a combinagio dos dois.
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Figura X117 - Curvas de calibragdo obtidas com o biossensor

potenciométrico com talo de beterraba com oxalato oxidase imobilizada,
utiizando tampdo citrato 0,05 mol/L com EDTA 1 mmolL, com 8-
hidroxiquinolina 2 mmol/L ¢ com a combina¢do dos dois ativadores.
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Pode-se concluir que a combinagdo de Immol/L de EDTA e 2mmol/L
de 8-hidroxiquinolina favorece a atividade relativa da enzima. Isto se deve
provavelmente, & complexagdo do célcio e outros ions metalicos presentes
que blogueiam o centro ativo da enzima®”’.

XIL.6 - Estudo do efeito da temperatura

Para determmar a melhor temperatura para o sistema, tém-se que
considerar as condigdes e os limites impostos pelo transdutor utilizado.
Assim, estudou-se primeiramente a faixa de temperatura util do eletrodo de
CO; e da sua solugdo de referéncia interna.

Conforme mostram as Figuras XI1.8 e XI1.9, houve uma consideravel
melhora na resposta do eletrodo quando se utilizou solugdo de bicarbonato
0,01 molL como solugdo de referéncia interna, confirmando os resultados
obtidos por Guilbault e Shu®®®. O tempo de resposta médio com esta solugio,
foi de 3 min., a 25°C e de 2 min., a 30°C.

A temperatura de 40°C mostrou-se inadequada para a resposta do
eletrodo devido a instabilidade do potencial de leitura, provavelmente devido
a alteragao na pressdo de vapor da solugdo externa. Este fato limitou entdo, a
temperatura de trabalho para valores inferiores.
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Frigura XI1.8 - Curvas de calibragdo obtidas com eletrodo de CO,,
temperatura de 25°C, utilizando solug¢do padriao de carbonato de sédio. As
concentragdes de bicarbonato de sédio da solugdo de referéncia interna do

eletrodo foram: (a) em 5x10™ mol/L, (b) em 0,01 mol/L e (¢) em 0,1 mol/L
todas com 0,5 mol/L de NaCl.
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Figura XI].9- Curvas de calibragio obtidas com eletrodo de CO,, a
temperatura de 30°C, utilizando solugdo de carbonato de sédio. As
concentragdes de bicarbonato de sédio da solugdo de referéncia interna do
eletrodo foram: (a) 5x10™ mol/L, (b) 0,01 mol/LL ¢ (¢) 0,1 mol/L todas com
0,5 mol/L. de NaCl.
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Colocando-se a beterraba na superficie do eletrodo, estudou-se, a
temperatura Otima para este sisterna atraveés de curvas de calibragdo obtidas a
temperaturas de 25, 30 e 35°C, representadas na Figura XI1.10. Pode-se
observar que a 35°C houve uma diminui¢do dos valores da resposta do
eletrodo, enquanto que a melhor resposta foi obtida a 30°C.

a0

AE / mV

[acido oxalico)/ (mmol/L)

Figura XiI.10 - Curvas de calibragdo obtidas com biossensor
potenciométrico de talo de beterraba nas temperaturas de 25, 30 ¢ 35°C
utilizando tampdo citrato 0,05 mol/L, pH=4,0, e tempo de leitura fixo em 3
minutos e usando como solugdo de referéncia interna do eletrodo de CO,,
solucdo de NaHCO; 0,01 mol/L/ NaCl 0,5 mol/L.
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XI1.7 - Estudo dos efeitos ¢ melhores condigdes para imobilizacdo via
radiacdo gama

Ha dois fatores importantes para serem estabelecidos neste estudo. Sao
eles, a dose de wradiagdo a que o material serd submetido e a temperatura em
que este material estara no momento de receber a radiagio.

Caso a dosagem da radiagdo seja alta, esta causara uma reducdo de
30% ou mais na atividade original da enzima®®. Além disso, esta alta dose
de radiagdo pode provocar a decomposi¢ao do oxalato através da ruptura da
ligagdo C-C do anion C,047, cujo efeito é maior quanto maior a dose de
irradiagdo recebida pelo material>>. Sabe-se entretanto que a energia de
ativagdo do etapa de aceleragdo da decomposi¢ido do oxalato irradiado ¢
superior a IMGy. Portanto, para evitar a ocorréncia deste efeito, escolheu-se
uma dose bem abaixo deste limite estipulado.

Quanto a temperatura, esta encontra-se diretamente relacionada a dose
de irradiagdo e ao ambiente em que o matenial se encontra durante o processo
de irradiagdio. No entanto, Doretti et al. >’ constataram que quanto menor a
temperatura, menor € o prejuizo causado & atividade enzimatica provocada
pela radiagdo. Mas, quando se aplica uma dose de irradiagéo abaixo de 2.7
kGy, esta relacdo passa a ser 0 inverso, ou s¢ja, a avaria causada a atividade
enzimatica é menor quanto maior a temperatura,

A dosage escothida neste trabalho foi de 10 kGy ( correspondente a 1
Mrad) que ¢ bem menor que a dosagem limite estabelecida para
decomposi¢do do analito e maior que 2,7 kGy.

Escotheu-se a temperatura de 0°C para irradiar-se a amostra de
beterraba, devido a facilidade de obtengdo e manuseio ( através da utilizagao
do gelo) e por ser uma temperatura abaixo da temperatura ambiente, onde
nao ha danos a atividade da enzima.

Estabelecidas estas condigdes, fo1 necessario escolher os ambientes em
que as amostras estariam no momento de receber a radiagio gama. A
principio, estudaram-se os comportamentos das curvas cinéticas da enzima
oxalato oxidase quando irradiadas em ambientes de ar atmosférico e
nitrogénio, e compararam-se os resultados obtidos com os da beterraba ndo
irradiada, mostrada na Figura XII.11.
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Figura XII.11 - Curvas cinéticas obtidas com as fatias de beterraba:
irradiadas em ambiente de (a) ar atmosférico; (¢) nitrogémio e (b)ndo

irradiada. Solugdo de acido oxalico 5 mmol/L em tampdo succinato 0,05

mol/L a pH=3,0. Radiagdo gama na dose de 10 kGy a 0°C. Curvas obtidas a
35°C com fatias de beterraba apos 26 dias da irradiacio.
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Como pode-se observar, o ambiente de ar atmosférico inibe a atividade
da enzima ja que esta curva apresenta menor variagdo de AE, produgdo
menor de CO,, do que a beterraba nio irradiada. Este fato pode ser explicado
pela produgdo de radicais livres®™. Os radicais livres, gerados durante a
irradiagdo gama, podem formar ligagdes entrecruzadas com diferentes
moléculas, tal como o suporte. No ar atmosférico, o oxigénio esta presente
em grandes quantidades e sendo bastante reativo, ele rapidamente combina
com os radicais livres, impedindo que estes reajam com as moléculas
presentes ¢ formem ligagdes entrecruzadas. Assim, ¢ quase certo que quando
a enzima ¢ irradiada, esta forma, num processo primario, radicais através da
perda de um atomo de hidrogénio. Portanto, dependendo da concentragido de
oxigénio presente no momento da irradiagdo, este se liga ao radical antes que
qualquer processo tenha lugar>*,

Ja o ambiente de nitrogénio, apresentou maior AE pois embora seja
comercial, possue menor quantidade de oxigénio que o ar atmosférico.

Em segutda, continuaram-s¢ os estudos de ambientes de irradiagdo em
vacuo, nitrogénio e argdnio, como mostra a Figura XI1.12,
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Figura XI1.12 - Curvas cinéticas obtidas com fatias de beterraba irradiadas
em ambiente de (c) nitrogénio, (d) vacuo e (e) argbnio. Solugdo de acido
oxalico 1 mmol/L em tampao succinato 0,05 mol/L pH=3,0 com 1 mmol/L de
EDTA. Radiagdo gama a dose de 10 kGy a 0°C. Curvas obtidas a 30%C com
fatias de beterraba apds 20 dias de irradiagéo.
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Conforme mostrado na Figura XII.12, o ambiente de nitrogénio, por
nao ser totalmente livre de oxigénio, mostra uma curva com menor variagao
de potencial, o ambiente de vacuo, embora seja melhor que o de nitrogénio,
possue uma pequena quantidade de oxigénio que imibe a formagio de
ligagdes intermoleculares. Observa-se entdo que pelo comportamento da
curva obtida como fatia de beterraba irradiada em ambiente de argdnio, que
neste meio houve melhor remogao de oxigénio.

As diferengas de AE apresentadas pelas curvas obtidas no ambiente de
nitrogénio nas Figuras XI1.11 e XII.12 sdo explicadas pelas diferentes
concentragdes de acido oxalico em cada uma delas e do tempo apos a
irradiagdo de cada uma delas.

Observaram-se pelos dias transcorridos que as fatias de beterrabas
irradiadas mantinham suas caracteristicas fisicas inalteradas por um periodo
de tempo superior a 4 meses, enquanto que as ndo irradiadas imobilizadas
com glutaraldeido permaneceram inalteradas fisicamente por 2 meses € sem
glutaraldeido apresentou uma coloragdo enegrecida nesse mesmo periodo de
2 meses. Assim, estudou-se o efeito da radiagdo gama sobre fatias de
beterraba em periodo de 2 meses com intervalos de 1 semana comparando os
resultados obtidos com as fatias de beterraba sob diversas formas de
imobilizacdo com e sem irradiagdo. Compararam-se entdo, os valores da
variagio do potencial obtidos a 3 minutos, para oxalato oxidase imobilizadas
em tecidos vegetais (fatia do talo de beterraba), imobilizada por método de
suporte com ligagdo covalente ( fatia do talo de beterraba com enzima
purificada), imobilizada por método de ligagdo quimica com o suporte
utilizando reagentes polifuncionais  ( fatia do talo de beterraba com enzima
purificada e glutaraldeido) e a imobilizada em tecidos vegetais com reagente
polifuncional (fatia do talo de beterraba com glutaraldeido) conforme
demonstrado nas Figuras XI1.13(a), (b), (¢), (d), (¢), (f), (g) e (h).
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Figura XI1.13(a) e (b) - Comportamento da enzima oxalato oxidase imobilizada sob
meétodos variados num periodo de 54 dias onde (a) oxalato oxidase imobilizada em tecido
vegetal, (b) oxalato oxidase imobilizada em tecido vegetal submetida a radiagdo gama.
Solugdo de acido oxalico 1 mmol/L em tampdo citrato 0,05 mol/l. a pH=4,0 com 1
mmol/L. de EDTA e 2 mmol/L de 8-hidroxiquinolina. Temperatura de 30°C
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Figura X11.13(c) e (d) - Comportamento da enzima oxalato oxidase imobilizada sob
métodos variados num periodo de 54 dias onde (c) oxalato oxidase imobilizada em tecido
vegetal e reagente polifuncional, (d) oxalato oxidase imobilizada em tecido vegetal,
reagente polifuncional e radiagio gama. Solugdo de acido oxalico 1 mmol/L em tampio
citrato 0,05 mol/L. pH=4,0 com 1 mmol/l. de EDTA e 2 mmol/L de 8-hidroxiquinolina.
Temperatura de 30°C.
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Figura XI1.13(e} e (f) - Comportamento da enzima oxalato oxidase imobilizada sob
métodos variados num periodo de 54 dias onde (e) oxalato oxidase purificada imobilizada
pelo método de suporte com ligagiio covalente, (f) oxalato oxidase purificada imobilizada
pelo método de suporte com ligagio covalente e radiagio gama. Solugdo de acido oxalico
1 mmol/1. em tampdo citrato 0,05 mol/l. a pH=4,0 com 1 mmol/L de EDTA e 2 mmol/L
de 8-hidroxiquinolina. Temperatura de 30°C.
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Figura X11.13(g) e (h) - Comportamento da enzima oxalato oxidase imobilizada sob
métodos variados num periodo de 54 dias onde {g) oxalato oxidase purificada imobilizada
pelo método de ligagdo quimica com o suporte utilizando reagente polifuncional e (h)
oxalato oxidase purificada imobilizada pelo método de ligagdo quimica com o suporte
utilizando reagente polifuncional e radiagdo gama. Solugdo de acido oxalico 1 mmol/L. em
tampdo citrato 0,05 mol/L a pH=4,0 com 1 mmol/LL de EDTA e 2 mmol/L de 8-
hidroxiquinolina. Temperatura de 30°C.



Parte C: Resultados e Discussio 84

Como pode-se constatar, pela Figura XI1.13, enquanto as fatias nao
trradiadas apresentam atividade enzimatica maxima transcorridos 20 a 30
dias, as uradiadas tem essa atividade maxima apos 50 dias,
aproximadamente. Isso explica o comportamente da curva cinética obtida
para a fatia de beterraba sem a irradiagdo comparadas com a irradiada na
Figura XIL.11. Pode-se ver também, pelo grafico XI1.13(h) que a resposta
obtida apos 20 dias da irradiagdio, em geral, ¢ menor que as obtidas apos 26
dias. O que explicaria as diferengas observadas nas curvas obtidas com o
nitrogénio nas Figuras X1II.11 ¢ XI1.12.

O uso de glutaraldeido provocaria diminui¢do da resposta, caso ndo
houvesse adi¢do de oxalato oxidase purificada. Possivelmente, porque sendo
um polimero, o glutaraldeido forma mais ligagdes entrecruzadas, acarretando
uma camada que ndo permitiria facil acesso do substrato a enzima. Entdo,
com o “reforgo” recebido através da enzima purificada, a resposta
aumentaria.

Uma das desvantagens observadas ¢ a perda de sensibilidade da enzima
quando submetida a irradiagdo, obtendo-se curvas cinéticas com menor
intensidade no valor do potencial. A princiapal vantagem esta no maior tempo
de vida util da enzima, permitindo sua utilizagdo por um periodo mais
prolongado, necessitando apenas conservagdo em tampio citrato 0,05 mol/L
na temperatura aproximada de 0°C, o que pode ser significativo numa relagio
custo/beneficio.

Dando continmdade ainda, ao estudo do ambiente de irradiagdo,
irradiaram-se as fatias de beterraba em meio aquoso. Neste caso, utilizou-se o
tampdo citrato como meio a ser comparado com as curvas cinéticas obtidas
com as fatias de beterraba irradiadas em ambiente de argdnio. Conforme
mostra a Figura XII.14(a), (b) ¢ (c), ha uma diminuicio da atividade
enzimatica quando a irradiag@o se d4 em meio de tampdo, exceto para a fatia
com enzima purificada imobilizada com glutaraldeido e radiagdo gama.
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Figura XiII.14(a) e (b) - Curvas cinéticas obtidas com fatias do talo de
beterraba irradiadas em ambiente de argbnio e tampdo citrato 0,05 mol/L
a pH=4,0 com 1 mmol/L de EDTA 4 dias apés a irradia¢do. Solugao de
acido oxalico 1 mmol/L em tampio citrato 0,05 mol/L a pH=4,0 contendo
Immol/L de EDTA e 2 mmol/L de 8 hidroxiquinolina.

Temperatura de 30"C.(a) oxalato oxidase imobilizada em tecido vegetal,
(b) oxalato oxidase purificada imobilizada por método de suporte com
ligagdo covalente.
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Figura XiI.14 - Curvas cinéticas obtidas com fatias do talo de beterraba
irradiadas em ambiente de argdnio e tampao citrato 0,05 mol/LL a pH=4.0 com
1 mmol/L de EDTA 4 dias apos a irradiagdo. Soluc¢do de acido oxalico 1
mmol/L em tampdo citrato 0,05 mol/L a pH=4,0 contendo 1 mmol/L. de
EDTA e 2 mmol/L de 8 hidroxiquinolina.

Temperatura de 30°C.(c) oxalato oxidase purificada imobilizada por método
de ligagdo quimica com o suporte utilizando reagente polifuncional.
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A presenga de agua produz espécies altamente energéticas como ©
‘OH, H- e €q . Cada uma destas espécies sdo capazes de mduzir reagdes sob
condigdes especificas tendo como resultado a desnaturagio da enzima®®
Talvez, o mesmo efeito ndo afete muito a enzima quando associda com
glutaraldeido, pois este pode formar ligagdes protegendo de certa forma a
enzima da desnaturagdo, o que explicaria até o aumento de AE observado.

Assim, quanto a este estudo pode-se concluir que tanto o ambiente
quanto a temperatura ¢ a dose de radiagdo sdo fatores interligados e que os
resultados obtidos da imobilizagdo dependem da combinagdo destes trés
fatores de modo a obter melhor imobilizagdo com o minimo de perda na
atividade enzimatica com o maior tempo de vida 1til e maior estabilidade
apos o periodo de maxima atividade, do que as imobiliza¢3es realizadas sem
a irradiagdo gama.

Quanto a escolha do ambiente de irradiagdo constatou-se ser o oxigénio
um intbidor competitivo do processo de imobilizagdo e o argdnio como sendo
o methor meio devido a menor quantidade de oxigénio no sistema. O argdnio
¢ entdo, o melhor ambiente de irradiagdo quando ndo se tem a associa¢do de
glutaraldeido no processo de imobilizagdo enzimatica, via radiagdo gama.
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Capitulo XIII

Imobilizacdo enzimatica por oclusio na pasta de carbono no
biossensor amperométrico utilizando mediadores
eletrénicos

XU1.1 - Influéncia dos mediadores utilizados

Os mediadores utilizados para construgdo destes biossensores
amperométricos foram: o azul de metileno ¢ o azul de meldola,
imobilizados na superficie de silica gel inorganofuncionalizada.
Substancias inorganicas como a silica, tém sido utilizadas nos eletrodos de
pasta de carbono para acumular analitos, baseando-se nas propriedades de
adsor¢io e/ou  troca-idnica dos modificadores””’. A
inorganofuncionalizagdo da silica gel com oxido de titdnio pode ser

representada de acordo com o esquema abaixo®”.

n (=SiOH) + TiCls —= (=8i0) TiCl, =~ + nHCI

(=SiO)nTiCly_y + (4-NHO —— (==Si0)nTi (OH)4-n) + @-N)HCI

Sobre esta silica, imobilizou-se 0 azul de metileno; este mediador ¢
lixiviado para a solugdo, quando o eletrodo ¢ armazenado em tampao
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succinato, durante uma semana, indicando que o mediador deve estar
adsorvido no suporte. Isto ocorre pois tanto a silica como o azul de
metileno encontram-se positivamente carregados. Através de espectros na
regido do visivel obtidos com o azul de metileno em solugéo e imobilizado
em silica (Figara XIII.1), ndo se observou deslocamento significativo do
pico obtido para este mediador (na solugdo de 661 nm e na silica de 665
nm). Este fato demonstra que ndo existem ligagdes muito fortes entre o
azul de metileno e a silica modificada.

o}

s
— 3 HO
HaG—N S N—Chs

CHa CHs
Azul de metileno
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Figura X111 - Espectros de absorgdo na regido do visivel, obtido para
mediador azul de metileno (a) dissolvida em agua ¢ (b) imobilizado em
silica gel inorganofuncionalizada com éxido de titanio.
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Ja o azul de meldola, foi imobilizado sobre a superficie da silica gel
modificada por oxido de titanio - fosfato segundo a reagdo quimica
representada a seguir”";

(==8i0) nTi{OH)4_n+ (4-N)HgPOy —> (=Si0)y TI{OPOsHo) 4p, +(4-N)H,0

O fosfato quimicamente ligado ao titanio, deixa a superficie da silica
carregada negativamente permitindo a ligagdo com o mediador, azul de
meldola, carregado positivamente. Pode-se observar um deslocamento no
pico de absor¢io maxima do azul de meldola na silica (575 nm) em
relagdo a solugdo (566,5 nm) e como mostra a Figura XIII.2. Este
deslocamento poderia ter sido causado por formagédo de ligagdes entre o
azul de meldola e a silica modificada.

O @
SOt
0 \r}z—cm

CH;
Azul de meldola
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Figura XIII.2 - Espectro de absor¢do na regido do visivel, obtido para o
mediador azul de meldola (a) dissolvido em agua e (b)imobilizado em
silica gel inorganofuncionalizada com o6xido de titdnio-fosfato.
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Para verificar o efeito dos mediadores na pasta de carbono, sdo
feitos voltamogramas ciclicos utilizando-se pastas com e sem os
mediadores. Como pode-se observar pelas Figuras XIIL.3 e XII .4, os
voltamogramas ciclicos obtidos com as pastas de carbono utilizando silica
funcionalizada, contendo ou ndo os mediadores imobilizados,
apresentaram diferengas significativas.

0.3 0.2 01 0,0 0,1
E/V

Figura XIII.3 - Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de
carbono (A) sem o azul de metileno ¢ (B) com azul de metileno.
Velocidade de varredura de 20 mV/s, temperatura de 25°C, eletrdlito
suporte KCl 0,1 mol/L. Eletrodo de Calomelano saturado como eletrodo
de referéncia.
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Figura XII1. 4 - Voltamogramas ciclicos obtidos com e¢letrodo de pasta de
carbono (A) sem o azul de meldola e (B) com azul de meldola. Velocidade
de varredura de 20 mV/s, temperatura de 25°C, eletrolito suporte KC1 0,1
mol/L. Eletrodo de Calomelano saturado como referéncia.
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Os voltamogramas obtidos, utilizando a pasta de carbono sem
incorporagdo do mediador na silica, ndo apresentaram picos anodicos ¢
catodicos, diferentemente de quando se utilizou o mediador. Além disso, a
agdo enzimatica para transformar o acido oxalico em H,0,, exige um alto
potencial entre +600 a +700 mV vs ECS. Este alto potencial constituiu-se
num incoveniente pois, 0s sinais das espécies interferentes aumentam com
o aumento do potencial aplicado™®.

Com a utilizagdo dos mediadores, conseguiu-se abaixar este
potencial a ser aplicado, para -50 mV e +60 mV para o azul de metileno e
azul de meldola, respectivamente.

XIIL.2 - Influéncia da velocidade de varredura

Para verificar e determinar a influéncia da velocidade de varredura
realizaram-se os voltamogramas ciclicos com velocidades de 2 mV/s, 3
mV/s, 10 mV/s, 20 mV/s e 50 mV/s, mostrados nas Figuras XII1.5 e
XII11.6.
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Figura XIII.5 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI 0,1
mol/L. , faixa de potencial de -0,3 a +0,3 V, velocidades de varredura de 2
mV/s, 5 mV/s, 10 mV/s, 20 mV/s e 50 mV/s. Eletrodo de pasta de
carbono com a silica gel inorganofuncionalizada com 6xido de titanio, com
azul de metileno mmobilizado. Eletrodo de Calomelano saturado como
eletrodo de referéncia.
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Figura XIII.6 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KC] 0,1
mol/L, na faixa de potencial de -0,3 a +0,3 V, velocidades de varredura de
2 mV/s, 5mV/s, 10mV/s, 20mV/s e 50 mV/s. Eletrodo de pasta de
carbono com silica gel inorganofuncionalizada com oxido de titinio-
fosfato, com azul de meldola imobilizado. Eletrodo de Calomelano
saturado como eletrodo de referéncia.
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Verificou-se que, quanto maior a velocidade de varredura, maior o
Al entre os picos anodicos ¢ catodicos, para ambos eletrodos. Assim, para
estudar-se os efeitos adsortivos ou difusionais sobre o eletrodo,
construrram-se graficos de I ( corrente do pico de oxidagdo) vs v
(velocidade de varredura) e de 1/ v'* ( corrente do pico de oxidagao
dividido por raiz quadrada da velocidade de varredura) vs v( velocidade de
varredura) que sdo mostradas nas Figuras XIII.7(a e b) e XII1.8 (a e b)
para avaliar quais deste processos estariam ocorrendo na superficie do
eletrodo.

(a)
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Figura XII1.7 - Efeito da velocidade de varredura (a) na corrente do pico
de oxidag¢do e (b) na corrente do pico de oxidagdo/ raiz quadrada da
velocidade de varredura. Mediador utilizado, Azul de metileno. Eletrolito -
suporte KCI 0,1 mol/L, nas velocidades de varredura de 2, 5, 10, 20 ¢ 50
mV/s.
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velocidade de varredura. Mediador utilizado, azul de meldola. Eletrolito -

suporte KCI 0,1 mol/L , velocidades de varredura de 2, 5, 10, 20 e 50

mV/s.



Parte C: Resultados e Discussao 100

Conforme mostram as Figuras XII1.7(b) ¢ XII1.8(b), na faixa de
velocidade de varredura de 2 a 50 mV/s, ha um decréscimo dos valores de
lp.V”2 com o aumento da velocidade de varredura, indicando que o
processo que ocorre nos eletrodos ndo ¢ de controle difusional e as Figuras
XIII.7(a) e X1II1.8(a) mostram a dependéncia da corrente com a velocidade
de varredura pois esta ndo aumenta linearmente com a velocidade de
varredura. Isto significaria que o processo que ocorre no eletrodo também
ndo ¢ de adsor¢do. Entdo, a explicagdo mais provavel seria de que, as
reagOes dos eletrodos sejam controladas por uma etapa cinética ou
catalitica®®.

Considerando que as menores velocidades de varreduras sejam mais
adequadas para uma cinética lenta, adotou-se a velocidade de 10 mV/s
para realizar os demais estudos.

XII1.3 - Influéncia da concentracdo das solucoes de eletrélito suporte
sobre os mediadores

Para estudar os efeitos das concentragdes do eletrdlito suporte sobre
os mediadores azul de metileno e azul de meldola, obtiveram-se
voltamogramas ciclicos na faixa de potencial de - 0,3 a +0,3 V para cada
uma das pastas de carbono variando-se as concentragdes das solugdes de
KClem 0,05 mol/L, 0,1 mol/L e 0,5 mol/L. mostrados nas Figuras XIII1.9 ¢
XII1.10.
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Figura XI11.9 - Voltamogramas ciclicos obtidos com solugdes de KCl de
0,05 mol/l., 0,1 moVL e 0,5 mol/L. Eletrodo de pasta de carbono
utilizando como mediador o azul de metileno. Velocidade de varredura de
10 mV/s a 25°C na faixa de potencial de - 0,3 a +0,3 V vs ECS.
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Figura XIII.10 - Voltamogramas ciclicos obtidos com solugdes de KCl de
0,05 molL, 0,1 mol/LL e 0,5 mol/L, Eletrodo de pasta de carbono
utitizando como mediador o azul de meldola. Velocidade de 10 mV/s a
25"C na faixa de potencial de - 0,3 a +0,3 V vs ECS.



Parte C; Resultados e Discussio 103

Considerando as figuras observa-se que, quanto maior a
concentragdo do eletrolito suporte, maior € a corrente obtida no pico de
oxidagdo, ou seja, a corrente obtida ¢ diretamente proporcional a
concentragdo do eletrolito devido a maior condutividade i6nica da solugdo
além de maior controle da forga i6nica da solugdo € a grande mobilidade
destes ions.

X1I1.4 - Influéncia de alguns cdtions e de alguns dnions

Pelas Figuras XIII.11( a e b), pode-se observar que em relagio ao
mediador azul de metileno, ndo houveram variagdes significativas quanto
aos potenciais dos picos de oxidagdo obtidos pelos voltamogramas das
solugdes contendo cations K*, Li", Na” ¢ NH,". Entretanto, todos os
anions estudados ( CI' , SO42, ClOs , NO; ¢ Ac’) apresentaram
deslocamentos nos potenciats médios, sendo que o mais pronunciado foi
para O anion acetato.
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Figura XII1.11 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de pasta
de carbono utilizando azul de metileno; velocidade de varredura de 10
mV/s, temperatura de 25°C com borbulhamento de N, por 10 min.
(a)Solugdes de KCI, LiCl, NaCl, NH,Cl. (b) NaCl, NaClO,, Na,SO,,
NaNO; e NaAc nas concentragdes de 0,1 mol/L. Eletrodo de Calomelano
saturado como eletrodo de referéncia.
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Ja para o azul de meldola (Figura XIII.12), observa-se que ha um
deslocamento do potencial médio quando utilizada a solugdo contendo
cation NH;'. Enquanto que para os anions estudados, ndo houve
deslocamento dos potenciais médios tdo significativos quanto os obtidos
para o azul de metileno.

Isto pode significar que, devido a carga existente na superficie da
silica ¢ do tipo de imobilizagdo sofrida pelo mediador, a presenca de
cations e/ou de anions interfira de forma diferente nos mediadores. No
caso do azul de metileno (mediador caftiénico), estando imobikizado por
adsorgdo na silica, com superficie carregada positivamente, na presenga
de cation, sofreria pouca influencia, enquanto que os &nions, por possuir
uma carga oposta ao do mediador podem vir a competir trocando algum
Anion na sua estrutura i6nica. Para o azul de meldola, estando a superficie
da silica carregada negativamente através da norganofuncionaliza¢do por
oxido de titdnio-fosfato forma uma ligagdo do mediador catiénico com a
silica. Entdo, a presenga de 4anions, n3o exerce tanto influéncia nos
voltamogramas obtidos. Quanto aos cations, somente 0 amonio apresentou
um deslocamento significativo nos potenciais médios, 1sto poderia ser
devido a alguma interagio deste ion com o mediador.
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Figura XII1.12 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de pasta
de carbono utilizando azul de meldola. Velocidade de varredura de 10
mV/s, temperatura de 25°C, com borbulhamento de N, por 10 min.
(a)Solugdes de KCl, LiCl, NaCl, NH4Cl (b) NaCl, NaClQ,, Na,SO,,
NalNO; ¢ NaAc nas concentragdes de 0,1 mol/L. Eletrodo de referéncia
ECS.
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XIILS - Influéncia dos tampdes usados como eletrolito suporte sobre os
mediadores

Considerando-se que a enzima a ser utilizada para construgdo do
biossensor era a oxalato oxidase extraida da cevada, cujo pH otimo é de
3.8, utilizaram-se solu¢des de KC1 0,1 mol/L, tampio succinato 0,1 mol/L
e tampdo citrato 0,1 mol/L com pH’s ajustados em 4,0.

Conforme mostram as Figuras XII[.13 e XIII.14, os potenciais
medios obtidos com os tampdes succinato e citrato  permanecem
praticamente inalterados para o azul de metileno € para o azul de meldola,
embora haja um deslocamento destes potenciais médios em relagdo aos
voltamogramas obtidos com solugdo de KCl. Isto possibilita a utilizagio
de qualquer uma destas solugdes como eletrolito suporte. Devido a maior
variagdo de corrente entre os picos anodicos e catddicos para o azul de
meldola, com o tampao citrato, este seria o melhor cletrdlito suporte para
este mediador. O azul de metileno, por ter alta solubilidade em agua,
estando apenas adsorvido na silica e no grafite, ¢ lentamente lixiviado da
pasta, quando estocado em solugdo por periodo superior a 1 més.
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Figura XII1.13 - Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo pasta de
carbono contendo azul de metileno com solugdes de KCl 0,1 mol/L,
tampdo succinato 0,1 mol/l. e tampao citrato 0,1 mol/L com pH’s
ajustados para 4,0. Velocidade de varredura de 10 mV/s, temperatura de
25°C, com 10 min. de borbulhamento de N,, faixa de potencial de - 0,3 a
+(),3V vs ECS.
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Figura XII1.14 - Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo pasta de
carbono contendo azul de meldola com solugdes de KCI 0,1 mol/L,
tampdo succinato 0,1 mol/L e tampdo citrato 0,1 mol/L com pH’s
ajustados para 4.0. Velocidade de varredura de 10 mV/s, temperatura de
25°C, com 10 min. de borbulhamento de N, , faixa de potencial de - 0.3 a
+0,3V vs ECS.
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Figura XII1.15 - Curvas obtidas com a variagao de corrente do pico de
oxidagdo, em fungdo da variacdo do pH das solugdes acido succinico em
diferentes pH’s ajustados com solugées de NaOH ou H,SQO,. Para (a)o-
eletrodo modificado com silica gel e azul de metileno e (b)biossensor com
azul de metileno como mediador.
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Figura XI1I{.16 - Curvas obtidas com a vanacgao de corrente do pico de
oxidagdo. em fungdo da variagdo de pH das solugdes acido succinico em
diferentes pH’s ajustados com solugdes de NaOH ou H,S0Q.. Para (a)o
eletrodo modificado com silica gel e azul de meldola e (b)biossensor com
azul de meldola como med:ador.
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Observa-se pelas Figuras XII1.15 e XII1.16 que, os mediadores sem
a incorporagdo da enzima na pasta, apresentam pH’s 6timos diferentes
daqueles apresentados com a enzima. O azul de meldola tem pH 6timo na
faixa de 3,0 a 3,5 ¢ 0 azul de metileno, tem o pH 6timo deslocado de 3,0 a
4.0 para faixa de 5,0 2 6,0.

XHI1.7 - Curvas de calibracédo

Para obtengdo das curvas de calibragdo mostradas nas Figuras
XI1.17 e XII1.18, fixaram-se os potenciais em -50 mV, para o azul de
metileno ¢ +60 mV para o azul de meldola. Visando ter 0 minimo de
interferéncias de espécies eletroativas, escolheu-se o valor do potencial do
pico de oxidagdo do azul de metileno obtido pelos voitamogramas ciclicos.
Para o azul de meldola, seu pico de oxidagdo aparece no potencial 0 V,
que quando aplicado ndo apresentou resultados satisfatorios, com variagio
de corrente muito baixa, escolheu-se portanto o potencial de + 60 mV.
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Figura XIII.17 - Curva de calibragdo obtida para o biossensor com azul de
metileno.  Solugdo tampdo succinato 0,1 mol/L, pH=4,0 com
borbulhamento de N, por 10 min. Potencial de - 50 mV vs ECS.
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Figura XII1.18 - Curva de calibragdo obtida para o biossensor com azul de
meldola. Solugdo tampio succinato 0,1 mol/L, pH=4,0 com
borbulhamento de N, por 10 min. Potencial de +60 mV vs ECS.
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As curvas de calibragdo mostram que, estes biossensores possuem
uma faixa util de 1x10”° a 1x10” mol/L de 4cido oxalico mas, apesar do
baixo potencial aplicado para estes biossensores, ainda assim, sofrem
grandes mterferéncias, como acido ascérbico. O acido ascorbico constitue-
se em um dos grandes interferentes para analise de oxalato ¢ esta presente
na maioria das amostras alimenticias, como por exemplo, nos sucos de
laranja € em amostras biologicas como sangue € urina.

Entre os mediadores utilizados, o azul de metileno mostrou-se ter
menor Interferéncias causadas por cations e que as interferéncias
observadas pelos anions podem ter sido causadas pela interagdo deste com
o azul de metileno. Assim sendo, se o azul de metileno fosse imobihizado
sobre o suporte através de uma ligagio efetiva, como por exemplo, por
uma ligagdo covalente, eliminariamos as interferéncias causadas por
anions e possivelmente pelo acido ascérbico.

O inconveniente deste biossensor € a necessidade de regeneragdo da
superficie, atraves de uma raspagem ou de troca de pasta, ndo permitindo
obter um resultado bem reprodutivel ja que a superficie do eletrodo nio ¢é a
mesma para todos os ensaios realizados.

XI11.8 - Reatores Amperomeétricos

Para construgdo deste reator utilizaram-se de folhas de caruru por
serem de baixo custo e de facil obtengdo, podendo ser cuitivado no proprio
laboratdrio. Para este reator, as folhas foram escothidas por possuirem
maior atividade enzimatica quando comparada com o seu talo, raiz e
flores*®.

Como o reator permite colocar maior quantidade de material que os
biossensores convencionais, utilizaram-se as folhas com a enzima
imobilizada em tecidos vegetais sem refor¢o adicional. Para permitir que
houvesse maior intera¢ido da enzima das folhas de caruru com o substrato, ~
estas folhas foram condicionadas em solucdo de KCl para possibilitar a
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abertura de estomatos liberando assim, os sitios ativos da enzima para a
reagao.

A vantagem da utilizagdo do reator € permitir a utilizagao de maior
quantidade de enzima, e ser menos afetado por pequenas variagdes no pH,
e na forca ibnica, temperatura, velocidade de fluxo, e a presenga de
inibidores ¢ ativadores em pequenas concentragdes'”’. Para a utilizagiio
deste reator num sistema em fluxo, foi necessario colocar no reator uma
massa supernor a 0,15 g de folhas de caruru cortadas, pois abaixo deste
valor, ndo fo1 possivel obter os picos correspondentes a reagdo catalitica
desejada.

Para construgdo deste reator, além da massa correta de folhas, estas
nio poderniam estar molhadas no momento de preencher o reator, porque
ocorre a liberagdo de espumas esverdeadas no interior deste reator que
causa interferéncias nas medidas € nem ressecadas pois torna-se
necessario a retdratagdo destas folhas com solugdo tampdo por um periodo
aproximado de 1 hora. Devido a rapida decomposicao das folhas, foi
necessario a troca das mesmas do reator apos 1 dia de uso continuo.

Foi escolhido um “loop” de 0,11 mL para inje¢do das amostras a
fim de se obter menor espaco de tempo entre as injecdes. Como a
detecgdo do HyO, utilizando um eletrodo de platina e ECS é de +0,7 V,
fixou-se este potencial para realizar as medidas de perdxido formado pela
reagdo catalitica.

As alturas dos sinais obtidos em forma de pico, foram utilizadas
para construgdo do grafico de Michaehis-Menten e de Lineweaver-Burk
representadas pelas Figuras XII1.19 ¢ X1I1.20, respectivamente.
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Figura XII1.19 - Grafico de Michaelis-Menten obtide para folhas de
caruru utilizando sistema FIA com potencial aplicado de +0,7 V vs ECS.
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Figura X111.20 - Gréfico de Lineweaver-Burk obtido para folhas de caruru.
Valor de Km’ = 1,36x10” mol/L.
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Através destes graficos, pode-se constatar que a faixa util deste
reator é de 2,5x107 a 1,0x10” mol/L e o valor aparente de Km para estas
fothas ¢ de 1,36x10” mol/L. Embora as folhas de caruru tenham se
mostrado como um boa alternativa para obtengdo da enzima oxalato
oxidase, possut a desvantagem da sua rapida degradagdo. Este mesmo
reator no entanto pode ser till para andlise de oxalato em amostras que
contenham altas concentragdes de oxalato, como espinafre e algumas
variedades de capim.

O valor encontrado de Km’ discorda do valor encontrado por
Mongkolisirikieat e Srisuwan*®’ que é de 2,1x10”° mol/l, & temperatura de
35 a 50°C. Isto pode ser devido & diferenga de temperatura utilizada, uma
vez que neste trabalho foi de 25°C, pela natureza do solo das regides
(Brasit e Tailandia) ¢ da forma de imobilizagdo da enzima utilizada
(imobilizada em tecidos vegetais e na forma purificada).
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Capitulo XIV

Conclusdo

Pelos resultados obtidos com o biossensor potenciométrico, verificou-
se que a imobilizagio enzimatica via radiagdo gama aumenta o tempo de vida
utii da enzima, o que possibilita seu uso por tempo mais prolongado
tornando-se assim, viavel a relacdo custo/ beneficio. A utilizagio do talo de
beterraba como suporte para imobilizagdo enzimatica mostrou-se adequado
por ser um material facilmente encontrado, de baixo custo e por auxiliar a
prolongar a atividade da oxalato oxidase.

O ambiente de irradiagdo € muito importante, visto que a presenca de
oxigénio inibe a formagdo de radicais livres, reduzindo a formagdo de
ligagdes covalentes entre o suporte e a enzima. Dessa forma, quanto menor a
quantidade de oxigénio presente, melhor a imobilizagido. Esta, foi obtida mais
adequadamente em ambiente de argbnio. J4 o ambiente de solugdo tampio
para irradia¢do, provavelmente forma mais espécies variadas de radicais que
podem causar a desnaturagdo enzimatica além de inibir a liga¢do entre a
enzima e o suporte.

Além do ambiente de irradiagdo, verificou-se que ha um compromisso
com a temperatura ¢ a dose de irradiagdo, para que se obtenha melhor
imobilizagdo com o maximo de estabilidade e o minimo de perda de atividade
da enzima.

A imobilizagdo por oclusdo em pasta de carbono mostrou ser mais
adequado para analise de amostras pois possui faixa util entre 1,0 x10” a
1,0x10” mol/L ¢ que com o uso de mediadores eletrénicos, como o azul de
metileno e 0 azul de meldola, possibilitou abaixar o potencial aplicado para
detecgdo de perdxido de hidrogénio de +700 mV, para -50 mV ¢ +60 mV,
respectivamente. Isto, facilita a eliminagdo de espécies eletroativas
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normalmente presentes em potenciais mais elevados, embora nio elimina a
mterferéncia causada pela presenga de acido ascorbico.

O método FIA possibilitou a utilizagdo de maior quantidade de enzima,
que os biossensores com o material biologico diretamente acoplado dessa
maneira ele € o mais adequado para determinar as constantes cinéticas da
enzima “in natura”. Pelo valor de Km’ determinado para fothas de caruru
(1,36x107 mol/L) e pela sua faixa util de 2,5x107 a 1,0x102 mol/L, que ¢
maior que a faixa util do biossensor amperométrico com os mediadores,
( 1,0x10° a 1,0x10™* moV/L), fica evidenciado que a enzima “in natura”
possui menor atividade por mg de material.
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Capitulo XV

Perspectivas Futuras

1. Explorar a imobilizagdo enzimatica via radiagdo gama utilizando
temperaturas inferiores a 0°C, em ambiente de argdnio ¢ construir um
biossensor potenciométrico verificando sua faixa Gtil, bem como seu Km’, as
possiveis interferéncias e o seu tempo de vida util.

2. Construir biossensor amperométrico com a enzima imobilizada por metodo
de oclusdo em pasta de carbono, substituindo o nujol por parafina, a fim de
reduzir a interferéncia causada por acido ascorbico,

3. Imobilizagdo do azul de metileno em um suporte carregado negativamente
como a silica funcionalizada com oxido de titanio-fosfato eliminando a
lixiviagio desta para a solugdo eletrolitica.

4. Construgdo de reator enzimatico com material biolégico menos suscetivel
a degradacdo, como o talo de beterraba, com a enzima purificada imobilizada
sobre este com o mediador eletronico também imobilizadoe sobre este
suporte, diminuindo assim, o potencial aplicado, os possiveis interferentes e
aumentando a durabilidade e a sensibilidade do reator enzimatico.
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