UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

CONSTRUCAQ, AVALIACAO E APLICACAO DE BIOSSENSOR PARA
FRUTOSE UTILIZANDO A ENZIMA D-FRUTOSE DEHIDROGENASE

ALUNO: Carlos Alexandre Borges Garcia
ORIENTADOR: Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto
Co- ORIENTADOR: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Tese apresentada & comissdo de Pos-
Graduagio do Instituto de Quimica como
parte dos requisitos para a obtengdo do

titulo de Doutor em Ciéncias

CAMPINAS - SP

Marco de 1997



CE-000%92580-¢

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA

UNICAMP

Gl165Cc

Garcia, Carlos Alexandre Borges

Construcdo, avaliagfio ¢ aplicagio de biossensor para
frutose utilizando a enzima D-frutose dehidrogenase /
Carlos Alexandre Borges Garcia. -- Campinas, [SP: s.n.|,
1997,

Orientador: Graciliano de Oliveira Neto,
Co-Orientador: Lauro Tatsuo Kubota.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Instituio de Quimica.

1. *Biossensor amperométrico. 2. Eletroguimica.
3.*8ensor amperométrico. I. . Oliveira Neto, Graciliano.
I1. Kubota, Lauro Tatsuo. II1. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Quimica. IV. Titulo.




Curriculum Vitae.

IDENTIFICACAO.

1. NOME: Carlos Alexandre Borges Garcia.

o

DATA DE NASCIMENTO: 19 de Dezembro de 1967.
NATURALIDADE: Nossa Senhora das Dores - SE.
NACIONALIDADE: Brasileira.

FILIACAQ: Gernimio dos Santos Garcia e Aristéa Borges Garcia,
ESTADO CIVIL: Casado.

CEDULA DE IDENTIDADE: 785.365 - SSP/SE.

@ N N W e W

CPF: 449.820.545/68.

FORMACAO BASICA.

1. Primetro grau: de 1975 a 1982. Grupo escolar municipal Amaldo Rolemberg
Garcez ¢ Escola de 12 Grau Prof. Fernando Azevedo, Nossa Senhora das

Dores - SE.

2. Segundo grau: de 1983 a 1985. Colégio Salesiano Nossa Senhora Auxiliadora
¢ Colégio de Aplicagdo da Universidade Federal de Sergipe, Aracaju - SE.

3. Curso superior: em quimica industrial de 1986 a 1989. Universidade Federal
de Sergipe - UFS, Aracaju - SE.



Pos-Graduacéo:

I.

Mestrado em Quimica Analitica (Métodos alternativos para a decomposigio
de amostras na dosagem de cobre em alimentos), iniciado em margo de 1990 ¢

concluido em outubro de 1992 Universidade Federal da Bahia - UFBA,
Salvador - BA.

TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS.

1.

"Utilizagdo do poli/etileno-co-acetato de vinila/ para construcio de eletrodo

seletivo.”, apresentado na 172 reunidic anual da SBQ, realizada no periodo de

24 a 27 de maio de 1994, em Caxambu - MG.

"Utiliza¢dio do poli/etileno-co-acetato de vinila/ para construgdo de eletrodo

seletivo. patre 11", apresentado na 182 reunidio anual da SBQ, realizada no

periodo de 30 de maio a 02 de junho de 1995, em Caxambu - MG.

“Ion implantation into eva polymer and perspective applications in electronic
devices” apresentado no XVI CBRAVIC, congresso brasileiro de aplicagdes de
vacuo na indistria ¢ na ciéncia, realizado no periodo de 25 4 28 de jutho de

1995, na Universidade de Brasilia - UnB - Brasilia - DF.

Implantagéio i6nica em poli/etileno-co-acetato de vinila/ (eva) e sua aplicagiio
na construgdo de eletrodos ion-seletivos para potassio”, apresentado no VII
Encontro Nacional de Quimica Analitica, realizado no periodo de 03 a 06 de
setembro de 1995, em Belo Horizonte - MG.

“Construgdo e avaliagdo de um biossensor para frutose utilizando a enzima d-
frutose dehidrogenase imobilizada em eletrodo de pasta de carbono”,
apresentado no VII Encontro Nacional de Quimica Analitica, realizado no

periodo de 03 a 06 de setembro de 1995, em Belo Horizonte - MG.



10.

11

12.

“Otimizag¢do das condigdes para a obtengdio do filme de polipirrol utilizando

planejamento fatorial”, apresentado na 192 Reunifio Anual da SBQ, realizada

no pertodo de 27 a 30 de maio de 1996, em Pocgos de Caldas - MG.

“Construgdo de biossensor amperométrico para salicilato usando salicilato

hidroxilase imobilizada em filme de polipirrol”, apresentado na 198 Reunido
Anual da SBQ, realizada no periodo de 27 a 30 de maio de 1996, em Pocos de
Caldas - MG,

“Determimagdo de é4cido acetilsalicilico em comprimidos, utilizando analise

por injegdo em batelada com detecgdo potenciométrica”, apresentado na 198
reunido anual da SBQ, realizada no periodo de 27 a 30 de maio de 1996, em

Pocos de Caldas - MG,

“Construgdo de um biossensor para frutose utilizando a enzima d-frutose
dehidrogenase imobilizada diretamente em filme de polipirrol depositado em
eletrodo de platina”, apresentado no XXXVI Congresso Brasileiro de Quimica,
realizado no periodo de 1 a 5 de Setembro de 1996, em S3o Paulo - SP,

“Construgdio de eletrodo tubular ifon-seletivo & potassio com iondforo
nonactina em matrizes poliméricas aplicado a sistema por injegio em fluxo”,
apresentado no XXXVI Congresso Brasileiro de Quimica, realizado no

periodo de 1 a 5 de Setembro de 1996, em Séo Paulo - SP.

“Biossensor para frutose utilizando d-frutose dehidrogenase imobilizada em
filme de polipirrol”, apresentado no X SIBEE Simpésio Brasileiro de
Eletroquimica e Eletroanalitica, realizado no periodo de 27 a 30 de outubro de
1996, em Sdo Carlos - SP.

“Determinacdo potenciométrica de potdssio em amostras reais com sistema por
inje¢do em fluxo”, apresentado no X SIBEE Simpésio Brasileiro de
Eletroquimica ¢ Eletroanalitica, realizado no periodo de 27 a 30 de outubro de
1996, em S3o Carlos - SP.



PUBLICACOES EM REVISTAS INFERNACIONAIS.

I.

“A new amperometric biosensor for fructose using carbon paste electrode
modified with silica gel coated with meldola’s biue and fructose 5-
dehydrogenase”, Carlos A, B. Garcia, Graciliano de Oliveira Neto, Lauro T.

Kubota and Luciane A. Grandin; .; J of Electroanal. Chem., 1996, 418, 147-
i51.

“New anion selective electrodes based on ethylene-co-vinyl-acetate without a
plasticizing membrane, responsive to salicylate, nitrate, perchlorate and
periodate”; Carlos A. B. Garcia, Graciliano de Oliveira Neto and Fernando

Galembeck; Anal. Chim. Acia; Aceito para publicacgfo.




“Se vocé€ construiu castelos no ar, seu
trabalho nfo estd necessariamente perdido;
ainda € tempo de colocar seus alicerces.”

{Carlos Goes)

Aos Mesires,

“Uns s3o homens; alguns sfo professores;
poucos sdo mestres. ,

Aos primeiros, escuta-se; aos segundos,
respeita-se; aos ultimos segue-se.

Meu agradecimento sincero aos professores
amigos, aos somente professores, aqueles que com
seus problemas ¢ dores humanas nfo foram nem
amigos nem professores, mas que passaram por
minha vida”

A vocés meu afeto, carinho, respeito ¢ muito
obrigado.

]



DEDICATORIA

A Helenice, pelo amor que sempre nos uniu.

v



AGRADECIMENTOS

A Deus pelos momentos dificeis superados e pelas alegrias concebidas

durante a realizacdo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto pela orientacfo, grande amizade e

oportunidade de realizacdo deste trabatho.
Ao Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota pela valiosa co-orientagdio e amizade.

Aos Profs. Drs. Luiz Manoel Aleixo e Oswaldo Espirito Santo Godinho pelo

apoio € amizade.

Aos amigos do laboratorio de quimica analitica: Beth, Jodo (Beto), Julio,

Pilar e Silvia, pelo incentivo apoio e cordialidade.

A Luciane, técnica do laboratério de quimica analitica, pela amizade e

valiosa colaboragio.
Aos meus pais ¢ irmdos, por tudo que ja fizeram por mim.

Aos funciondrios das oficinas do Instituto de Quimica, em especial ao

Mario, pelo apoio técnico necessario a conclusio deste trabalho.

A Capes, pela bolsa de estudo sem a qual niio me teria sido possivel realizar

este trabalho.



DEDICATORIA ..oooooo oo v
AGRADECIMENTOS e v
INDICE DE FIGURAS ... X
INDICE DE TABELAS .. ...ttt Xn
RESUMO . e X
AB S T R AT L XV
NOMENCLATURA e e, XV
CAPITULO I ..ccvevcucnnes seeseseseesssassassnsnssasasesssnsasassasssanasassanstassS SO Rt e A se s en s 1
INTRODUGAD oo 2
L N M A S 2
D1 Estrutura enzimatiCa ... 3
1.2, Enzima como reagente analifico ... 4
1.3, ClassificagBo enzimatica................ ..o 4
1.4, Definiclo de atividade enzimatica ..o, 5
2. CINETICA ENZIMATICA ... 6
2.1. Cinética enzimatica de sistema homogéneo ... 6
211 Modelo BASICO ... 6
2.1.1.1. Significado de K € Vimax ..o 9
2.1.1.2. Numero de Mudanga “Turnover” ... 10

2.1.1.3. Graficos lineares obtidos a partir da equagfo de Michaelis-
Menten. ... 16
2.1.2. - Modelo mais realistico ......... U ST URTRPR 13
2.2 Fatores que afetam 2 cinética enzimatiCa................ccocoeiiviinii e, 14
2.2.1. Efeito da concentragiio do substrato ... 15
2.2.2. Efeito da concentragiodaenzima...................................... i5
223 Efeitode ativadores................. i 16
2.2.4 Efeito deinibidores....... ... R 17
2.2.5. Efeito da temperatura.................oocooiiiei e e i8
226 EfeitodopH ... e 19
227 Efeito da forga 1001Ca ...t 20
3. IMOBILIZACAO ENZIMATICA ... 20
3.1, CaracteristiCas ..ot 21
B L PH e 22
3.1.2. Constante de Michaelis-Menten ... 22
313 Reutilizag8o ... 22
314 Estabilidade. ... 22
315 Interferncia. ... 23
4. PRINCIPIOS DE IMOBILIZACAO ENZIMATICA ..o, 23
4.1. MicroencapsulagBo ..., 23
4.2. Imobilizag8o por adsorsdo ..., 24
4.2.1. Eletrodo 2 base de pasta de carbono..............ooiii e 25
4.3, Imobilizagfo por ligagio covalente em matrizes insoliveis em dgua ... 25

Vi



4.4. Imobilizagdo por ligagdo covalente cruzada por reagente bifuncional.......... 26

4.5. Imobilizac80 por oClUSAO ... 27
4.5.1. Oclusdo em matrizes insolivels €m 4gua. ... 29
5. BIOSSENSORES i s 30
5.1, Caracteristicas dos DIOSSENSOIES. ...t 32
511 Bstabilidade............ 32
5.1.0.1. Tipodeimobilizacdo ... 32
5.1.1.2. Quantidade e pureza da enzima ... 33
5113 CondigBes GHMIBS. ... .. i 33
5.1.1.4 Estabilidade dosensorbase..............ooi 33
512 Tempo derespOsta ... 34
5.1.2.1. Velocidade de agitagfio dasolugBo............................... 34
5123 ConcentragB0 da €nzima ..ot 35
5124 pHOUMO ... 35
51,25 Temperatira ..o e 35
513 Sensibilidade ... 35
B R O S 36
7. METODOS PARA DETERMINACAO DEFRUTOSE ..., 39
8. D-FRUTOSE 5-DEHIDROGENASE ..., 42
9 FJUSTIFICATIVA e 44
10, OBIET IV . 45
CAPITULOD H..ccovennucee erssesssasmssasessas s RS SRS bSO R SRRSO R SRS SR SR A RO R B RSSO 46
PARTE EXPERIMENTAL ... e 47
1. REAGENTES E APARELHAGEM ... 47
LR REAZEOIOS ... 47
1.2, Aparelhagem ... 47

2. BIOSSENSOR PARA FRUTOSE COM ENZIMA IMOBILIZADA EM
ELETRODODEPASTADECARBONG ... 48
2.1. Preparaciio da silica titanio/fosfato. ... 48
2.1.1. Preparagic da pastade carbono..............ooco 49

2.1.2. Construgdo do biossensor para frutose a partir da silica modificada ... 49
3. BIOSSENSOR PARA FRUTOSE COM ENZIMA IMOBILIZADA EM

FILME DE POLIPIRROL SOBRE ELETRODO DE PLATINA ... 50
3.1. Limpeza do eletrodo basede platina....................ccoei FUNURRR 50
3.2. Eletropolimerizacio do filme de polipirrol.................. 51
3.3, ImobilizagBo da enzima.................ooii i 52

4. BIOSSENSOR PARA FRUTOSE COM ENZIMA IMOBILIZADA EM
GLUTARALDEIDQ, SOBRE ELETRODO DE PLATINA MODIFICADO

COMFILMEDEPOLIPIRROL ..., 52

4.1 Limpezado eletrodo base ... 52

4.2. Eletropolimerizagdo do filme de polipirrol..............i 52

4.3 ImobilizagBo daenzima......................o 53
5. MEDIDAS ELETROQUIMICAS ... 53
6. PREPARACAO DAS AMOSTRAS ..o 54
7. METODO PADRAO UTILIZADO PARA DETERMINACAQ DE

FRUTOSE ... e, 54
8 CALCULO DO K DAENZIMA FDH ..o 55

vii



.
CAPITULD THL.orieviensenrcsssnssascossmssmssssmmsosssssnsossesssossesssossscsssassonssssssssssesssssssssasnossssss 57

RESULTADOS EDISCUSS A o e, 5%
1. ENZIMA IMOBILIZADA EM ELETRODO DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADC COM AZUL DE MELDOLA EM SILICA GEL

RECOBERTA COMFOSFATO DE TITANIO ..o 58
1.1. Propriedades redox da STF.............oco oo R PPTPPO 59
1.2. Estudo da quantidade deenzimana pasta. ...t 60
1.3. Efeito da concentrago doeletrolito ... 61
1.4, Estabiidade do sensOr ... 62

1.5. Propriedades eletroguimicas do bioSSensor............c.ocivn i 63
16 Efeitodo pH. 64
1.7. Tempo de resposta do BIOSSENSOT..........o.coiiiiiiii e 65
1.8, Efeito do potencial aplicado...............oiiii 66
1.9, LimitacBo difusional ... ... 67
1.10. Estudo de possiveis interferentes...................coooiiii 68
3T Cuarvaanalitica.. ... 69
1.12. Estabilidade da pasta € do biossensor............ 70
1.13. Analise de amostras T8AIS ..o 72

2. ENZIMA IMOBILIZADA EM POLIPIRROL SOBRE ELETRODO DE
PLATINA e 72
2.1. Caracteristicas do filme de polipirrol ... 72
2.2 Estabilidade do senisor ... 74
23 Efettodo pH ... 74
2.4. Influéncia do potencial aplicado ... 75
2.5. Tempo de resposta do BIOSSEnSOT. ... 76
2.6. Limutag8o difusional ... ... 77
2.7. Estudo de possiveis interferentes. ... 78
2.8. Curva analitica...................occi 79
2.9. Estabilidade do biossensor ... 80
2.10. Analise de amOSLFas FEAIS ............ocoiieiiiniriii i 81
3. ENZIMA IMOBILIZADA EM GLUTARALDEIDO, SOBRE ELETRODO

DE PLATINA MODIFICADO COM FILME DE POLIPIRROL. ................... 82
3.1. Propriedades eletroquimicas do biossensor...............oooiiii, 82
32 Efetodo pH.... 83
3.3. Influéncia do potencial aplicado ... 84
3.4 Tempo de resposta do DIOSSENSOT...........c.oiiiiiiii i 85
3.5 LimitacBo difusional ... 86
3.6. Estudo de possivels interferentes...................ocooiiniic e, 87
3.7 Curva analifiCa.............oooiiiiiiii e, 88
3.8. Estabilidade do biossensor ....................... P S PR 89
3.9 Andlisede amostras reais ... 90
CAPITULO IV..cccnensenee srenesmererasosesatERSEsS RS SE BeE R SRS RSSO OSSR S SRRSO R TSRS RO R85 92
CONCLUSOES ...t 93
PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTURDS ...ccccceinmmnsssssasscssessssssssssossssassonssases 95
BIBLIOGRATFTA ..corvrrcnirisssscssossonsasssassssssssssnsssscssascsssnssssasassossasssssesasassssssssnssssnsssseasnss 97



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Dimensdes relativas de uma molécula de enzima de tamanho médio
{PM=100000, digmetro de 7 nm) e de uma molécula de substrato tipico.
A molécula de agua € mostrada para comparagfio.........oeiiii 3

Figura 2 - Concentragio sm fungfo do tempo para o consumo de substrato,
formagio do produto e estabelecimento do estado estacionario do
complexo enzima-substrato, no modelo de Michaelis-Menten (Garrett, R.

H eGrisham, C. M., 1995} . e 8
Figura 3 - Efeito da concentrag@o do substrato na velocidade inicial da reagfo

enzimatica {Garrett, R. H. e Grisham, C. M., 1995} 9
Figura 4 - Grafico de Lineweaver-Burk ... 11
Figura 5 - Gréficode Eadie-Hofstee ... 12
Figura & - Grafico de Hanes-Woolf ..., i3
Figura 7 - Efeito da concentra¢fo da enzima na velocidade inicial de uma reagio

BNZIMALICA. ... ..ot et 16
Figura 8 - Vanagido da velocidade inicial de uma reag8o enzimatica com ¢ aumento

da concentragio de um ativador genérico. ... 17
Figura 9 - Efeito da temperatura sobre velocidade dereagdo. ..., 19
Figura 10 - Curva da velocidade relativa em fungdodopH ... 20
Figura 11 - Seqiiéncia de reaces para a formacic eletroquimica do PPy. Modificada

de Schuhmann, 1995, . 28
Figura 12 - Diagrama de um dispositivo biossensor {Scouten efal., 1995). ... 31

Figura 13 - Esquema da aparelhagem utilizada nas medidas eletroquimicas; A-
Potenciostato, B-Cela eletroquimica de trés eletrodos e C-Sistema de
aquisiCBO de dados. ... 48

Figura 14 - Esquema do eletrodo de pasta de carbono. ... EUUUR 50

Figura 15 - Voltamograma ciclico mostrando a limpeza do eletrodo base de platina.
Solugdo tampdo Mclivaine pH 4,5; velocidade de varredura de 20 mVs®. ... 51

Figura 16 - Esquema da cela eletroguimica utilizada nas medidas eletroquimicas. A-
entrada de N;, B-saida de gas, C-eletrodo de referéncia, D-eletrodo de
trabatho, E-contra eletrodo e F-entrada da amostra. .............coccooceeiinennnn. 54

Figura 17 - Calculo experimental da K, da FDH ... 56

Figura 18 - Esquema do mecanismo de reagfio em um eletrodo modificado de pasta de
carbono; M-mediador; A-analito; red-forma reduzida; ox-forma oxidada
(Kalcher, 1905 58

1%



Figura 19 - Voltamograma ciclico obtide com eletrodo de pasta de carbono a2 20 mV
s”', em solugdo tampdo Mcllvaine a pH 4,5: (A) STF; (B) STFM ¢ (C)
STFMEz (d-frutose S-dehidrogenase). ..., 59

Figura 20 - Resposta do biossensor em fungfo da porcentagem de enzima, obtida em
tampio Mellvaine pH 4,5 2 um potencial aplicado de 20 mV vs ECS ¢
concentracio de frutose de 0,5 mmol L7 61

Figura 21 - Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes concentragdes de eletrdlito
suporte Mcllvaine. (A) 0,1 mmol L' de Na;FHPO4 ¢ 0,05 mmol L de
acido citrico),; (B) 0,2 mmol L' de Na,HPO, ¢ 0,1 mmol L7 de acido
citrico; e {C) 0,6 mmol L™ de Na,;HPO, e 0,3 mmol L™ de 4cido citrice.
Velocidade de varredura de 20 mVs™, pH 4,5, .o 62

Figura 22 - Voltamograma ciclico obtido com o biossensor: (A) na auséncia ¢ (B) na
presenca de 10 mmol L™ de frutose. Velocidade de varredura 20 mV s,
em solugdo tampdo Mellvaine pH 4,5 ... 64

Figura 23 - Influéneia do pH na resposta do biossensor, obtida a um potencial
aplicado de 20 mV vs ECS e concentracio de frutose de 0,5 mmol L. .., 65

Figura 24 - Dependéncia da resposta do biossensor em fungfo do tempo apés adicio
do substrato. Potencial aplicado 20 mV vs ECS, concentragio de frutose
de 0,5 mmol L, em 5,0 ml de solugio tampdc Mcllvaine pH4,5. ..., 66

Figura 25 - Dependéncia da resposta do biossensor para frutose em relagio ao
potencial do eletrodo, obtido em tampio Mcllvaine pH4,5. ... 67

Figura 26 - Efeito da velocidade de varredura, V, na resposta voltamétrica, em
solucdio tampdo Mclivaine a pH 4,5 e potencial aplicado de 20 mV vs

Figura 27 - Dependéncia da resposta do biossensor com a concentragdo de frutose em
tampéc Mcllvaine pH 4,5, O potencial de operacio foi 20 mV vs ECS......... 70

Figura 28 - Variagio da resposta maxima do biossensor com o tempo. Solugdo
tampéo Mcllvaine, pH 4.5, concentrago de frutose de 0,5 mmol L e
potencial aplicado de 20mV. ... 71

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos obtidos com {A) eletrodo de Pt limpo, (B)
eletrodo de Pt com filme de PPy dopado com ferricianeto de sodio, (C)
eletrodo de Pt com filme de Ppy dopado com HCF e enzima, sem adi¢io
de substrato e (D) eletrodo de Pt com filme de Ppy e enzima, com adic@o
de substrato, 10 mmolL"'. Tampio Mcllivaine pH 4,5; 20 mVs™. ... 73

Figura 30 - Influéncia do pH na resposta do biossensor, obtida a um potencial
aplicado de 250 mV vs ECS e concentragio de frutose de 0,5 mmol L™ ..., 75

Figura 31 - Dependéncia da resposta do biossensor para frutose em relacdo ao
potencial aplicado, obtido em tampio Mcllvaine pH4,5................oioiee 76

Figura 32 - Dependéncia da resposta do biossensor com o tempo apés adicdo do
substrato. O potencial aplicado foi 250 mV vs ECS e concentragéo de
frutose de 0,5 mmol L™, em 5,0 ml de solugdio tampgio Mcllvaine pH 4,5 ¢
20 BAVE ™ s 77

X



Figura 33 - Efetto da velocidade de varredura, V, em funcio da densidade de corrente
de pico catodico, na resposta da voltametria ciclica, em solugdo tampio
Mocllvaine a pH 4,5 e potencial aplicado de 250 mV vs ECS...................... 78

Figura 34 - Dependéncia da resposta do biossensor com a concentragio de frutose em
tampdo Mcllvaine pH 4,5, O potencial de operagio foi 250 mV vs BECS ¢
20 MVET e e, 80

Figura 35 - Variag8o da resposta relativa do biossensor com o tempo. Solugio
tampdo Mcllvaine, pH 4,5, e potencial aplicado de 250mV vsECS. ... 81

Figura 36 - Voltamogramas ciclicos obtidos com (A) eletrodo de Pt limpo, (B)
eletrodo de Pt com filme de Ppy dopado com ferricianeto de sddio, (C)
eletrodo de Pt com filme de Ppy e glutaraldeido, biossensor, sem adigio
de substrato e (D) biossensor com adicio de substrato, 10 mmolL™".
Tampio Mcllvaine pH 4,5, 20 mVS ™ oo e 83

Figura 37 - Influéncia do pH na resposta do biossensor, obtida a um potencial
aplicado de 230 mV vs ECS e concentragio de frutose de 0,5 mmol L7 . 84

Figura 38 - Dependéncia da resposta do biossensor para frutose em relagio ao
potencial do eletrodo, obtido em tampiio Mclivaine pH 4,5 € 20 mVs™. ... . 85

Figura 39 - Dependéncia da resposta do biossensor com o tempo apés adigiio do
substrato. O potencial aplicado foi 230 mV vs ECS e concentragdo de
frutose de 0,5 mmol L™, em 5,0 ml de solugdo tampéio Mcllvaine pH45e
20 mVST VS ECS. oo 86

Figura 40 - Efeito da velocidade de varredura, V, em fungio da densidade de corrente
de pico catddico, na resposta da voltametria ciclica, em solugio tampio
Mcilvaine a pH 4,5 e potencial aplicado de 230 mV vs ECS. ... 87

Figura 41 - Dependéncia da resposta do biossensor com a concentragio de frutose em
tampdo Mcllvaine pH 4,5. O potencial de operagio foi 230 mV vs ECS e

20 VS e, 89
Figura 42 - Vanagdo da resposta relativa do biossensor com o tempo. Solugio
tampdo Mcllvaine, pH 4,5, e potencial aplicado de 230 mV vs ECS. ... 90



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Classificag8o internacional das enzimas, baseada nas reages por elas

CataliSadas. ... 5
Tabela 2 - Efeito de varios tipos de inibidores na equag8o de velocidade de

Michaelis-Menten e no K ¢ Vs @parente. ... e 18
Tabela 3 - Fatores que afetam a estabilidade de um biossensor. ... 32
Tabela 4 - Fatores que afetam o tempo de resposta de um biossensor. ... 34
Tabela 5 - Dependéncia da corrente de pico para o mediador imobilizado em fungio

do nmero de ciclos voltamétricos, eletrodo de pasta de carbono. ................ 63
Tabela 6 - Influéneia de possivels compostos interferentes na determinago de frutose

usando ¢ biossensor baseado em azul de Meldola ¢ FDH adsorvido em

silica gel modificada com fosfato de tithnio ...l 69
Tabela 7 - Comparacdo entre o biossensor com silica modificada e o método padréo

DS FTULOSE. ..o 72
Tabela 8 - Dependéncia da corrente de pico em fungo do namero de ciclos

voltamétricos, eletrodo de P ..o 74
Tabela ¢ - Influéncia de compostos interferentes na determinacio de frutose usando o

biossensor baseado em hexacianoferrato e FDH imobilizado diretamente

no filme de polipirrol. ... 79
Tabela 10 - Comparago entre o biossensor Ppy e o método padrdo........................... 82
Tabela 11- Influéncia de possiveis interferentes na determinagio de frutose usande o

biossensor com filme de PPy dopado com hexacianoferrato € FDH

imobilizada em giutaraldeido. ... 88
Tabela 12 - Comparagfio entre o biossensor PPy/glutaraldeido ¢ o método padriio.......... 90
Tabela 13 - Comparagfio entre os diversos tipos de imobilizagfo estudados................... 93

Xii



RESUMO

MNos dltimos anos vérios semsores para mono ¢ dissacarideos t€m sido
construidos, porém, existem poucos trabalhos sobre sensores para frutose, apesar
desta ser amplamente distribuida em frutas ¢ vegetais ¢ geralmente usada em
produtos dietéticos. Com iss0, objetivou-se construir, avaliar e aplicar um
biossensor para frutose, utilizando a enzima d-frutose S5-dehidrogenase (E. C.
1.1.99.11), mmobilizada em eletrodos de pasta de carbono ¢ em filme de polipirrol,

sem a necessidade de tratamento elaborado das amostras reais.

Neste trabatho foram construidos trés biossensores para frutose: o primeiro
utilizando-se a técnica de imobilizagfio por adsorgfio, preparando-se uma pasta
contendo grafite, silica gel, enzima e azul de Meldola como mediador de elétrons.
O biossensor foi utilizado por aproximadamente 300 analises ou trés semanas de
uso diario. G segundo biossensor foi construido utilizando-se a técnica de
imobiliza¢do enzimatica por oclusfio, imobilizando-se a enzima em filme de
polipirrol, suportado em eletrodo de platina, contendo ferricianeto de sddio como
mediador de elétrons. Com este biossensor realizou-se cerca de 100 analises, num
periodo de uma semana de usco didrio. O ultimo, foi construido utilizando o
método de imobilizagdo com ligagdo covalente cruzada, sendo a enzima
imobilizada em glutaraldeido depositado sobre filme de polipirrol, suportado em
cletrodo de platina; este biossensor foi utilizado por aproximadamente 200

analises, ou duas semanas de uso digrio.

Os biossensores obtidos foram utilizados em andlise de amostras reais, com
erros relativos inferiores a 4%, quando comparados com o método padrio, e
também realizados estudos das suas propriedades eletroquimicas e seus pardmetros

como: pH, forca idnica, interferentes, entre outros,
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ABSTRACT

During the last years many sensors, for mono and disacharides, have been
built, however, there are few papers concerning fructose sensors, although it is
widely distributed in fruits, vegetables and generally used in dietetic products.
With this fact in mind, it was decided to construct, evaluate and apply a fructose
biosensor using the d-fructose 5-dehydrogenase enzyme (E. C. 1.1.99.11),
immobilized in paste carbon electrodes and in polypyrrole film, without any pre-

treatment of real samples.

In this work, three biosensors for fructose were prepared: for the first one it
was used the adsorption immobilization technique, preparing a past with graphite,
silica gel, enzyme and Meldola’s blue as electron mediator. The biosensor was

used for, approximately 300 analyses, or three weeks daily used.

For the second biosensor it was employed the occlusion enzymatic
immobilization technique, being the enzyme immobilized in a polypyrrole film,
over a platinum electrode containing sodium ferricianyte as mediator. With this
sensor, abaut 100 analyses were performed during a period of one week, daily

used.

The last biosensor was constructed using the crosslinked covalent bond
method, being the enzyme immobilized in glutaraldehyde rely upon a polypyrrole
film over a platinum electrode. This biosensor was used for approximately 200

analyses or two weeks daily used.

Also, the analytical parameters, such as pH, ionic strengh, interferences, of

all sensors were studied as well.

All the biosensors were utilized to perform analyses of real samples with

relative errors below 4%, comparing to the standard method.
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NOMENCLATURA

Eletrodo de calomelano saturado.
Eletredo de pasta de carbono
d-Frutose-5-dehidrogenase

Corrente de pico anddico

Corrente de pico catédico

Densidade de corrente, Acm™

Silica titénio/fosfato.

Silica titdnio/fosfato/meldola.

Silica titAnio/fosfato/meldola/enzima.
Velocidade de varredura, mVs’

Polipirrol
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INTRODUCAQ

1. ENZIMAS

Enzimas s#o, em sua maioria, proteinas de elevado peso molecular, com

propriedades cataliticas especificas, presentes em todos os seres vivos.

A existéncia das enzimas € conhecida ha aproximadamente 160 anos, sendo
os primeiros estudos realizados pelo quimico Sueco J. J. Berzelius em 1835, que
introduziu a teoria geral de catalise quimica. Em 1926, Summer isolou a primeira
enzima, Urease (ureia amidohidrolase, EC 3.5.1.5), recebendo por esta descoberia

o prémio Nobel em 1947,

Com 2 identificacdo da natureza protéica das enzimas (Summer, 1926;
Northrop, 1930), estabeleceu-se na comunidade cientifica a idéia de que apenas as
enzimas possuiam atividade catalitica em sistemas biolégicos. A divisdo do
trabalho celular entre moléculas informacionais (4dcidos nucléicos) e moléculas
cataliticas (proteinas), foi um dogma da bioquimica bem firmado até o inicio dos
anos 80, quando for descoberto que alguns RNAs, além das atividades de
transferéncia e estocagem informacional, também catalisavam diversas reagses, de

forma especifica (Cech e Zaug, 1981; Guerrier-Takada et al., 1983).

Em 1981, Thomas Cech ef g/ da Universidade do Coloradouem Boulder,
descobriram o primeiro RNA com atividade catalitica. Em 1983, o grupo de
Sidney Altman da Universidade de Yale, em Connecticut, demonstrou que a
ribonuclease P de Escherichia coli, a sub-unidade de RNA desempenhava a fungdo
catalitica ainda que sem a sub-unidade protéica ou qualquer outro tipo de proteina

(Guerrier-Takada ef al., 1983; Guerrier-Takada ¢ Altman, 1982).

Desde 1986 novas ribozimas vém sendo descobertas nos mais diversos

organismos vivos, desde virus a vertebrados {Wu e Lai, 1989). A descoberta das
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ribozimas resultou em um novo direcionamento das teorias sobre origem da vida
{Ferreira ¢ Coutinho, 1993). Pela descoberta do RNA catalitico, Thomas Cech e

Sidney Altman receberam o Prémio Nobel de guimica em 1989 (Soares ¢ Lins,
1995).

Atualmente sdc conhecidas mais de 2000 enzimas. Varias centenas sfo
isoladas, muitas em forma pura ou cristalina. Mais de 400 sfo disponiveis

comercialmente e algumas destas enzimas sfo oriundas de mais de dez fontes

diferentes.

1.1, Estrutura enzimatica

Enzimas sfo diferenciadas umas das outras por uma area geométrica
chamada sitio ativo, Figura 1, (Skoog ef al., 1994) no qual podera ser encaixado

apenas um, de um limitado nimero de compostos chamados substratos.

s ) PO g

Figura 1 - Dimensdes relativas de uma molécula de enzima de tamanho médio
(PM=100000, didmetro de 7 nm) e de uma molécula de substrato tipico. A
molécula de dgua € mostrada para comparagio.

A estrutura protéica da enzima ¢ composta de uma segiiéncia de
aminoicidos que tem a estrutura conhecida como betainica (ou Zwitterion), em que

o0 nitrog€nio se enconira positivado:
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R
H—é_NH;
00

1.2. Enzima como reagente analitico

Reagdes utilizando catdlise enzimética, com propésito analitice, tém sido
usadas héa varios anos na determinacio de substratos, ativadores ¢ inibidores, Em
1845, a peroxidase foi utilizada para andlise de perdxido (Osann, 1845). No
comego de 1940, foram descritos alguns procedimentos baseados em medidas
fotométricas dos cofatores NAD ¢ NADP (Warburg, 1948). O desenvolvimento de
técnicas de imobilizagio enzimatica associada com métodos de analises
eletroquimicos, luminescentes e termométricos, entre outros, tem aumentado a

aceitacdo destes procedimentos enzimaticos em areas como a da quimica clinica.

1.3. Classificagio enzimatica

Uma nomenclatura sistematica para a classificagfio das enzimas de acordo
com o tipo de reagfo que elas catalisam, foi primeiramente estabelecida pela
“Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry” em 1961 ¢ foi
atualizada em 1975 (Flotkin e Stotz, 1973). |

Este sistema coloca todas as enzimas em seis grandes classes, cada uma com

sub-classes, segundo o tipo de reacfo catalisada, conforme mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagfo internacional das enzimas, baseada nas reagdes por elas
catalisadas.

N®  Classe Tipo de reagio catalisada
i Oxiredutase  Transferéncia de elétrons
2 Transferase  ReacBes de transferéncia de grupos

3 Hidrolase ReagOes de hidrolise

4 Liases Adigdo de grupos a duplas ligagdes ou o inverso

5 Isomerase Transferéncia de grupos dentro da molécula produzindo formas
isoméricas

6 Ligases Formagio de ligages C-C, C-8, C-O e C-N por reacBes de

1.4. Defini¢io de atividade enzimatica

A quantidade de enzima n3o pode ser expressa em termos classicos
(miligrama por decilitro), porque apenas uma pequena quantidade de enzima,

cataliticamente ativa, esta presente em uma dada massa da substéncia.

Segundo Guibault (1984), uma unidade (U) de uma enzima qualquer é
definida como a quantidade que catalisa a transformaco de 1 micromol de
substrato por minuto. E recomendado que a temperatura seja fixada em 25 °C,
sempre que possivel. Outras condigdes, incluindo pH ¢ concentrag:ﬁﬂ-de substrato,

devem ser as $timas consideradas para a enzima.

A concentragdo de uma enzima em solucdo deve ser expressa comeo

unidades por mililitro (U/mL) ou unidades internacionais por litro (UI/L).

A atividade especifica de uma enzima ¢ expressa como unidade de enzima
por miligrama de proteina (U/mg de proteina). A atividade molecular é definida
como umdades por micromol de enzima na atividade do substrato 6tima, isto &,

nimmero de moléculas de substrato transformada por minuto por moléculas de
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enzima. O centro de atividade catalitica ¢ definido como o niimero de moléculas

de substrato transformada por minuto por centro catalitico da enzima.

Recentemente, a Enzyme Commission (Lehninger, 1993), propds o katal
(kat) como a umidade de atividade enzimatica. O katal refere-se a conversdo de 1

mol de substrato por segundo e serd igual a 6 x 10’ pumol/min de substrato, ou 6 x
10’ U. Uma unidade é igual a 16,67 nkatal.

2. CINETICA ENZIMATICA

Devido a sua especificidade ¢ seletividade, as enzimas tém grande potencial
de utilizacdo em quimica analitica. Por mmuitos anos, métodos cinéticos
enzimaticos tém sido usados para a determinacio de substrato, enzima, ativadores e
inibidores.  Conhecimentos de cinética enzimatica sio importantes para a
compreensdo de aspectos analiticos do comportamento enzimatico. E também uma

poderosa ferramenta para o conhecimento das propriedades e mecanismo da agdo

das enzimas.

2.1. Cinética enzimdtica de sistema homogéneo

2.1.1. Modelo basico

[De acordo com o mecanismo da equagdio basica para a cinética enzimaética

{Michaelis ¢ Menten, 1913), tem-se:

E +8 ES

E + p
-1

(1)
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De acordo com esta equagfo, o substrate S combina-se com a enzima E para
formar um complexo enzima-substrato ES, que dissocia-se em produto P e libera a

enzima, Ki, ki e k; sfo constantes de velocidade.

A Figura 2, mostra a trajetéria das concentracBes dos constituintes
envolvidos para o caso k; = k; = ks, com a conceniragiio total da enzima menor em
comparacdo com a concenfragdo do substrato. Apds um periodo inicial, as

concentragdes de E ¢ ES variam ligeiramente com o tempo até o fim da reagéo.

Usando a hipétese do estado estacionario que dE/dt = 0 e d(ES)/dt = 0, junto

as equacdes cinéticas:

ds

= = kL [ES]~ k[E][S] )
:‘-‘lf; = (k_, + k,)[ES]- Kk [EI[S] €)
-‘%ﬁ =k, [EJS]- (k , +k, )J[ES] “)
dP

E;’ - kz [ES] (5)



Capitulo I - Introdugdo B

... [Substrais]
e

Conseniragis

Y
L
g

1£}
{Es]

Conceniragie

Tengn

Figura 2 - Concentracdo em funcfio do tempo para o consumo de substrato,
formag@o do produto e estabelecimento do estado estacionario do complexo
enzima-substrato, no modelo de Michaelis-Menten (Garrett, R. H. e Grisham, C.
M., 1995).

A concentragdo total da enzima, E,, € a soma das formas livre ¢ combinada:
[Ed =[E] +[ES] (6)

a equagdo seguinte pode ser obtida:

___ kIEJS] -
(k, +k,)/(k,) +[8]
Esta equacdo ¢ reduzida a equagdo de Michaelis-Menten:
o Vo [8]
YK, 8] )

onde Vo = kolEd], Ky = (ki + ky)ky, e [S] € a concentraciio inicial do substrato.
Vmax © conhecida como a velocidade méxima e K,, como a constante de Michaelis-

Menterz.
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O valor das constantes cinética K, € V,,, pode ser obtida pelo grafico de v
versus [S], como mestrado na Figura 3. Da equacdio de Michaelis-Menten, € visto

que K, € igual ao valor de [S] quando v ¢ igual a V2.

K 4Ky 8Ky
Concentrapio de Substrato [8]

Figura 3 - Efeito da concentragfio do substrato na velocidade inicial da reacfio
enziméatica (Garrett, R. H. ¢ Grisham, C. M., 1995).

2.1.1.1. Significado de K, € Vax

Quando a velocidade da reagfo enzimatica atinge 0 V. toda 2 enzima

encontra-se sob a forma complexa ES, Figura 3.

Quando a velocidade da reaglo atingir a metade da velocidade méaxima,
V=V nax' 2, Kn, sera igual a {S].

Se k; >> k., K = ko/ky, que ¢ a hipdtese de Michaelis-Menten, segundo o
qual [E] + [S] = [ES], estdo em equilibrio ¢ a formagdo do produto apresenta uma
ligeira perda. Assim o valor da K,, pode ser considerado inversamente

proporcional 4 afinidade da enzima ao substrato e vice-versa.
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Quando a enzima ¢ imobilizada, geralmente se observa um aumento no
valor de K., provavelmente devido & carga no substrato e/ou suporte, efeito de

difusfio, mudanca na configuragdo tercidria, etc.

A constante de Michaelis-Menten sendo uma constante de proporgio do

complexo enzima-substrato ¢ uwm bom pardmetro para medida quantitativa de uma

reacdo enzimatica.

2.1.1.2. Nimero de Mudanga “Turnover”

O nfiimerc turnover de uma enzima, k.., ¢ definido como o nimers de
moléculas de substrato convertidas em produto por molécula de enzima por
unidade de tempo, quandc a enzima ¢ saturada com substrato. O nimero
“turnover” também refere-se a atividade molecular da enzima, como é mostrado
por Garrett ¢ Grisham, 1995. Para o modelo basico da equagiio de Michaelis-
Menten, onde existe apenas o complexo ES, V., representa o niimero turnover, ja
que ¢ conhecida a concentragdo da enzima na mistura reacional [Ey]. Na

concentragdo de saturagdo [S], v = Vo = ko[Er]. Assim,

* = kca% (9)

O termo k., representa a eficiéncia cinética da enzima.

2.1.1.3. Graficos lineares obtidos a partir da equagdo de Michaelis-Menten.

Outras representagdes da equagdo de Michaelis-Menten sio mais utilizadas
para a obtencdo dos valores de K, e V.. a partir da representacio dos dados

experimentais. Alguns destes métodos serfo mosirados a seguir:
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® Grifico de Lineweaver-Burk

Fazendo o inverso de ambos os lados da equagdo de Michaelis-Menten, tem-

s€.

L_Ka (1), 1
vV (gsy v 10)

comparando-se com 2 equacdo da refa y = mx + b, onde y = 1/v; m, & inclinagdo é
Kn/Vimax; X = V[S]; € b= 1/V,.. Plotando-se 1/v versus 1/[S], é obtida uma reta
cuja intersegdo com 0 eixo x € -1/K,, e com o eixo v é 1/Vp, € cuja inclinagdo é

Ko/ V max cOmo mostrada na Figura 4.

H K 1 i
R 5P A

L

i
v

/
Inciinagdo = ..‘53..“..,
s
Intersprodo de 4 SR
) Km
| )

——,
ey —,

{
-
i ~ Intersecinde y = L
- nax
L]

157

Figura 4 - Gréfico de Lineweaver-Burk

e Gridfico de Eadie-Hofstee

Multiplicando-se ambos os lados da equagfio de Michaelis-Menten por (K
+ [S]), obtemos:

vK,, +v[S]=V,_[S] (1)

ou
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v[S]=-vK_+ A\AE) (12)
deste modo
_ [
v o= K’”[{Sﬂ + Vo (13}

Plotando-se v versus v/[S] como sugerido por Fadie e Hofstee produz-se uma reta

com inchnaglio = -K, intersecdo de v = Vo, e de x = V. /K, F igura 5.

VoK, («E%}—)Hfm

o
\\ e Intersectledey e W, o,
-,

AN

\}’\ — Incinagda= - X,
v .

Figura 5- Grafico de Eadie-Hofstee

o Grdfico de Hanes-Woolf

Multiplicando-se ambos os lados da equagiio de Lineweaver-Burk por [S],

femos:

[s1_ {L}(“{i} [S1 K, [S]

v B s VTV, TV (14)
e

s K,

1)
_V_ = (ﬂ}{S}-&- v (14
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Plotando-se [S}/v versus [S] obtemos uma linha reta onde a mnclinagdo ¢ 1/V . 2

intersecdo emy = K,/ V., € a de x = -K,,, como mostrado na Figura 6.

5T L yisy o+ i

¥ Fona Vg

m .
ﬁf"‘f
Mﬁ\ 1
(,z"f' Trcdinag §o = 7

Intersec oo de = -, P T

: o

l[ e T

Eg - g Trkeszesofodey = f‘m

Y raat

°

{5l

Figura 6 - Gréfico de Hanes-Woolf

2.1.2. - Modelo mais realistico

Um modelo mecanistico mais completo deve incluir a reagio de retorno com
k -, mostrado abaixo:

(15)
Assumindo, outra vez, que [E;] é menor em comparagio com [S] e

. ., . d[ES] dE
assumindo o estado estacionario glEs] =

dt *a;{ = O, uing nova equagao cinetica pode
ser resolvida, dando:
kk,[ST-k k
o ks [S]-k kL [PE] a6)
(k_, +k,) +k,[S]+ k_,[P]

onde,
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V= KolE] (17}

Vi =kai[E] (18)
k,+k,

Ky = (19)
k,+k,

KP = T (2@)

Vi e Vyp slo definidos como as velocidades maximas para as reagdes direta e
inversa, respectivamente, ¢ Kg e Kp so definidas como as constantes de Michaelis
para o substrato e produto, respectivamente. Nota-se que, se P=0, a Hquacéo 16

reduz-se a equacdo basica de Michaelis-Menten.

Uma descrigdo mais completa do mecanismo deve admitir a formacéo de

mais de dois complexos entre o substrato € o produto. O mecanismo;

21

pode ser resolvido com o uso das equagdes da velocidade e aproximacdes do
estado estacionario, dando equagfio com a mesma forma da Equaciic 16. Neste

£aso, novas constantes cinéticas sio definidas.

2.2. Fatores que afetam a cinética enzimatica

Existem fatores que afetam a cinética das reagBes emzimaticas, podendo
aumentar ou diminuir a velocidade reacicnal, pela modificagdo na estrutura dos
sitios ativos das diferentes enzimas e, conseqiientemente, alterando a atividade
catalitica. Os principais fatores s3o: concentragdo do substrato, concentracdo da

enzima, ativadores, inibidores, temperatura, pH e for¢a ibnica (Guilbault, 1984).
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2.2.1. Efeito da concentragdo do substrato

Para concentracdes de substrato baixa, [S] £ 0,1K,, a equacfio de Michaelis-

Menten reduz-se a

™

(v
v= ;“jm (22)

a velocidade inicial da reagfio (v) é diretamente proporcional 3 concentragio do

substrato, aplicando-se a cinética de reacdes de primeira ordem.

Quando a concentragdo do substrato € elevada, [S] = 10K, a enzima ¢

considerada saturada com seu substrato ¢ a reacgio € de ordem zero.
V= Vi (23)

Na regido 0,1 K <[8] < 10K, a equagdo completa ¢ necesséria ¢ a reagfo ¢

de ordem mista.

2.2.2. Efeito da concentragio da enzima

Como previsto pela equagdio de Michaelis-Menten (eq. 8), a velocidade
inicial de uma reagdo enzimatica ¢ proporcional a concentragdo inicial da enzima

{Elo. Esta dependéncia ¢ mostrada na Figura 7.

_ K,[EL[Sk

°T K +[S], (24)

Teoricamente um aumento na velocidade reacional pode ser observado por
um aumento na concentracdo de enzima, até um limite onde esta linearidade €

interrompida.
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Yelocidude

Concentraciic da Fnzima

Figura 7 - Efeito da concentrag8io da enzima na velocidade inicial de uma reagdo
enzimatica.

2.2.3. Efeito de ativadores

Ativadores ou cofatores enzimaticos sdo substdncias necessarias 4 enzima
para fornd-la ativa ou aumentar seu poder catalitico. O efeito da concentragdo do
ativador na velocidade inicial de uma reacdio enzimatica ¢ semelhante ao da
concentragdo do substrato. Em baixas concentracdes do ativador existe uma
dependéncia da velocidade de primeira ordem. Em concentracdes elevadas, a
enzima ¢ ativada a0 méaximo e a velocidade passa a ndo depender mais da

concentragdo do ativador, Figura 8.
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Velocidade Bulelsd

Concentraciio do Ativador

Figura 8 - Vanagdo da velocidade inicial de uma reacdio enzimatica com o aumento
da concentracdo de um ativador genérico.

Alguns ativadores sdo ions metalicos simples como Mn*, Cu®", Ca*" ou

podem ser substancias orgdnicas complexas como derivados vitaminicos (Baum e
Czok, 1959).

2.2.4, Efeito de inibidores

Estudos de inibigdo geralmente indicam algo em relacdo a especificidade de

uma enzima, a arquitetura fisica e quimica do sitio ativo ¢ o mecanismo cinético da

reagdo (Boyer, 1970).

O inibidor ¢ um composto que causa uma redugdo na velocidade de uma

reagdo catalitica, reagindo com a prépria enzima ou com o substrato.

As enzimas sdo muito sensiveis a tragos de metais ¢ a inibicSo de reagBes

enzimaticas tem sido usada para a determinagfo do agente inibidor, geralmente um
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metal. Este agente pode ou nfo causar um e¢nvenenamento irreversivel da enzima

tornando-a inativa cataliticamente (Orgen e Johansson, 1979).

A Tabela 2, mostra o efeito de varios tipos de inibidores {Garrett e Grisham,
1995).

Tabela Z - Efeito de varios tipos de inibidores na equacfo de velocidade de
Michaelis-Menten € no K, € V., aparente.

” Ti;po de Inibicio Veiecédadeﬂ;%a ;Equagéc K. Aparenie ‘Vm ;;;;ente
Competitiva v = Vo SWISHE L +IVED Ka{(1+{VKD Vonex
Nio Competitiva v = (Vo ISV VEHSD K Ve (1HIVED

Mista V= Vi SHUHIVEDK A (I DED Ka(UHIVK/(IHIVK ) Vi (3HIVK D

2.2.5. Efeito da temperatura

As reagdes enzimaticas consistem de trés etapas: a formacgdo do complexo
enzima-substrato, conversio deste em um complexo enzima-produto e finalmente a
sua dissociagdo em produto e enzima livre. O efeito total da temperatura nesta

reagfo sera resultado dos efeitos separados destas trés etapas individualmente.

Com ¢ aquecimento, a energia livie de Gibbs (dG) ¢ a entropia associada,

contribuirdo para os processos termodinimicos observados:
dG=dH-TdS (25)

Para cada enzima existe uma temperatura Otima para um determinado
conjunto experimental. Geralmente, a velocidade de reacfio aumenta 4 medida que
se eleva a temperatura. Este aumento leva a um aumento da agitacdo molecular e
da freqiiéncia de colisfio entre as moléculas da enzima e do substrato, aumentando
também a desnaturagfo proteica pela modificagdo da estrutura espacial da enzima,

Figura 9.



Capitulo I - Introdugio 19

EBeagde nde catalisada
porenzima

Fracke da enzimy aibvs

Heacde eaialisada
2ET #TEIME

Velocidade

Temperatura
Figura 9 - Efeito da temperatura sobre velocidade de reagfo.

Para evitar grandes perdas de atividade, as enzimas sfo acondicionadas sob
refrigeracdo, entie 2 ¢ 5 °C. A temperatura recomendada para se desenvolver
reagles enzimaticas ¢ assunto de grandes controvérsias, segundo a IUPAC-IUB
(Flotkin e Stotz, 1973) ¢ de 25 °C, porém a maioria dos trabalhos envolvendo
cinética enzimatica sugerem a utilizagiio da temperatura de 36 °C, que ¢ a
temperatura interna do corpo humano (Guilbault, 1984), embora possa otimizar-se

a mesma de acordo com as condigdes experimentais de analise.

2.2.6. Efeito do pH

As enzimas apresentam um pH 6timo no qual possuem atividade méxima,
sendo determinado experimentalmente nas condigdes de trabalho, conforme ilustra
a Figura 10. As curvas de variacio de atividade enzimatica em diferentes valores
de pH refletem o estado de ionizagdo dos importantes grupos doadores ou
receptores de protons no sitio catalitico e seus respectivos estados de ionizagdo
adequados. O pH étimo de uma enzima nio € necessariamente idéntico ac pH do
meic em que normalmente se enconiram; este pode estar um pouco acima ou
abaixo daquele valor. A velocidade catalitica das enzimas pode, portanto, ser

regulada por variacSes do pH do meio em que se encontram.
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Figura 10 - Curva da velocidade relativa em fungio do pH

2.2.7. Efeito da forga idnica

A forga 10nica afeta o equilibrio do sistema influindo na reagfo enzimatica.

A atividade de um sistema enzimatico depende ndo s6 do valor de pH, mas também

do tipo de solugdo tampdo utilizada, que pode afetar a atividade ou estabilidade de

uma enzima, devido a presenga de cargas, ativagdo anidnica (formagdo de cargas),

termodindmica da reagfo, efeito de complexacdo, entre outros fatores.

Para obter-se valores reprodutiveis, deve-se eliminar cuidadosamente ions

mterferentes € controlar a forca 16nica para se assegurar a concentragdo efetiva dos

reagentes.

3. IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Hoje as enzimas tém importante papel industrial devido a exiraordindria

especificidade, poder catalitico ¢ a vantagem de operar a baixa temperatura.

Entretanto, o uso das enzimas em processos indusiriais € restrito. Primeiro, por seu
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carater prot€ico, uma vez que as enzimas podem manter sua atividade otima em
uma faixa limitada de condigdes, e segundo, pelo fato das enzimas apresentarem
catalise homogeénea, sendo geralmente diluidas em solugfes aquosas ¢ desprezadas

apés © uso, por perderem a atividade ou por ndo serem recuperadas (Zentgraf,
1991).

O processo de imobilizagic oferece uma possivel solugdo para esse
problema. Pela associacio da enzima a um suporte solido insoltivel, com
dimensdes que permitam que a reagdo enzima-substrato ocorra, num sistema de

catalise heterogénea, torna-se possivel sua utilizacdo intmeras vezes em batelada

01l processo continuo,

A primeira comunicagic sobre imobilizagdio enzimatica ocorreu em 1916
(Nelson e Griffin, 1916), quando estes autores adsorveram a invertase em carvic e

mostraram que a enzima mantinha atividade, podendo ser utilizada varias vezes.

Quimotripsina, papaina e tripsina foram comercialmente imobilizadas em
polimeros. Desde entfio, as pesquisas sobre imobilizacio foram intensificadas,
assim como a utilizaglio de enzimas aplicadas 4 quimica analitica (Gray, 1977)
Bowers, 1976); analise clinicas {Ruzicka, 1974) ¢ a estudos de imobilizacdo em
colunas (Schifreen, 1977).

3.1. Caracteristicas

A imobilizagdo enzimditica produz modificagdes em algumas das

caracteristicas fisico-quimicas da enzima. Algumas destas modifica¢des sio:
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3.1.1. pH

O pH dtimo de atividade enzimatica é afetado através da modificaco no
micro-ambiente, ligagdes de hidrogénio, interagBes eletrostatica, etc, sofrends

alteragBes de cerca de duas unidades de pH, dependendo do caso.

3.1.2. Constante de Michaelis-Menten

Geralmente ocorre um aumento de K, devido ao fato da reagio apresentar
uma catélise heterogénea, dificultando o processo de difusic e apresentando
também modificacles da esirutura tridimensional. Quando imobilizadas, estas

constantes sio denominadas aparentes.

3.1.3. Reutilizacdo

Através do processo de imobilizagdo sofrido pelas enzimas estas podem ser

reutilizadas.

3.1.4. Estabilidade

O processo de imobilizag8o, modifica as propriedades fisico-quimicas das
enzimas, aproximando-as do seu ambiente natural. Com este processo, as enzimas
adquirern maior estabilidade, operam em faixas de pH mais amplas e toleram

temperaturas maiores, propiciando seu uso em processos industriais.
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3.1.5. Interferéncia

As enzimas imobilizadas sofrem menor agfo de ativadores e inibidores que

as enzimas soliveis.

4, PRINCIPIOS DE IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A utlizagdo de enzimas na quimica analifica apresenta algumas
desvantagens, tais como: custo, instabilidade, pouca precisio e requer certos
cuidados quanto 4 sua manipulacdo. FEssas dificuldades podem ser superadas ou
minimizadas através do desenvolvimento de técnicas de imobilizagfio enzimdtica.
Essas técnicas consistem basicamente ro aprisionamento da enzima em uma matriz
inerte, na qual a enzima mantém suas propriedades cataliticas por maior tempo

podendo ser utilizada em um maior niimero de analises.

Como as enzimas, em sua maioria, sdo proteinas, esses processos de
imobilizacdo devem ser brandos, em faixas estreitas de pH e temperatura, de forma

que a imobilizag8o enzimatica ocorra com sucesso.

Na literatura so mostradas algumas técnicas de imobilizagio de enzima,
dentre as quais estdio a imobilizagdo por inclusfo (Bauman ez af., 1965), adsorsdo
(Silman e Katchalski, 1966), imobilizagio por ligagdo covalente{ Vallee e Riordam,
1969) ¢ por ligagdo cruzada (Jansen e Olson, 1969). Nesta parte do trabalho

apresenta-se um resumo destas técnicas e seus derivados.

4.1. Microencapsulacdo

O processo de imobilizacdo enzimatica atraveés de microcapsulamento foi

primeiro introduzido por Chang em 1964 ¢ consiste em aprisionar a enzima na



Capitulo I - Introducio 24

superficie de microcapsulas, limitadas por uma membrana polimérica semi-

permeavel.

As principais vantagens em utilizar este processo sfo: cinéfica em estado
estacionario realizada rapidamente, ampla drea superficial da membrana, remogio
dos mibidores & medida que s8o produzidos, reagio rapida desde que o processo

difusional seja pequeno e aumento da seletividade, alcangado através de

membranas permeaveis mais seletivas.

As prncipais desvantagens residem no fato de que o procedimento de
polimerizagdo interfacial pode causar a desativacdo da enzima e dificultar a

mmobilizagdo das microcépsulas na base do sensor.

4.2 Imobilizagio por adsorsdo

A adsorsio de enzimas em suportes insoliveis envolve ligagdes idnicas,
polares ¢ pontes de hidrogénio ou interages hidrofobicas e n-eletrénicas Alguns
destes suportes adsorventes sfo: vidro (Hummel e Anderson, 1963), quartzo

(Kobamoto et al., 1966), carvio vegetal (Vorobeva e Pollorak, 1966) e silica gel
(Tverhinova et al., 1971).

Os suportes adsorventes podem pertencer a duas categorias: porosos ou ndo
porosos. OUs suporte nio porosos s3o aqueles em que as enzimas ficam fracamente

ligadas e 0s porosos sfo os que tem seus poros preenchidos pelas enzimas,

Este método possui como principal caracteristica a sua grande simplicidade,
A ligagdo da enzima com o suporte ¢ feita por simples exposicdo e as condigles
sdo brandas, mas, a enzima adsorvida ¢ altamente dependente de fatores como pH,
solventes, substrato ¢ temperatura. VariagSes destes fatores podem causar uma

dessorgdo progressiva da enzima.
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4.2.1. Eletrodo a base de pasta de carbono

O carbono, em muitos casos, ¢ um substrato ideal para construgio de
eletrodos. Dentre os seus atrativos podemos destacar: baixo custo, facil manuseio,
resposta voltamétrica estavel, versatilidade, correntes residuais baixas e faixa de
potencial anddico relativamente ampla em relagfio aos materiais classicos, usados
na construgdo dos diferentes tipos de sensores eletroquimicos (Gilmartin ¢ Hart,
1995). O carbono ¢ morfologicamente diverso, existindo em varias formas
apropriadas para aplicagdes eletroquimicas, como fibras de carbono (Csdregi et al,
1993), carbono vitreo (Ruiz er aol, 1993), pasta de grafite (Adams, 1958),
compostos (Céspedes et al., 1993) e filmes de carbono (Kinoshita, 1988).

Recentes descobertas envolvendo a composigdo do grafite em pé com outros
materiais, como por exemplo a silica gel modificada (Kubota ef al, 1995) tornou
esse campo de pesquisa uma alternativa de grande importdncia para a preparacdo

de eletrodos quimicamente modificados, bem como a construgfio de biossensores.

Atualmente, varios trabalhos sobre o assunto vém sendo publicados na
literatura (Hu e Turner, 1991; Amine et al., 1993; Mannino e Cosio, 1994; Kalcher
et al., 1995; Gorton, 1995; Ramirez ef al., 1995; Garcia et al., 1996), mostrando o
grande interesse por essa nova area de pesquisa, bem como o grande campo de

aplicagdo.

4.3, Imobilizagdo por ligagdo covalente em matrizes insoluveis em agua

A principal caracteristica deste tipo de imobilizago em suporte insolavel € a
formagdo de uma ligagdo covalente entre os grupos funcionais ndo ativos da
enzima com grupos reativos (hidroxila, carbonila, amino, fendlico, etc.) ligados na

superficie solida do suporte insolavel.

Devido ao fato da ligagdo covalente colocar as enzimas em um meio-

ambiente mais natural, geralmente funcionam mais ativamente, tendo a estabilidade
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aumentada e a vantagem de nfo ser afetada por pH, forga idnica, substrato,

solventes ou temperatura (Guilbault e Oliveira Neto, 1984).

A escolha do suporte estd ligada as suas propriedades de solubilidade,
estabilidade mecénica, grupos funcionais, area superficial ¢ natureza hidrofébica
ou hidrofilica. Os suportes insolliveis mais utilizados incleem os polimeros (agar-
agar, amido, celulose, coligeno, dextrana, sefarose, etc.) & materiais inorginicos

(oxidos metalicos e vidro com porosidade conhecida).

4.4. Imobilizag8o por ligacdo covalente cruzada por reagente bifuncional

Reagentes bifuncionais ém sido usados para imobilizar enzimas ou
proteinas por ligagdes cruzadas intermoleculares. O método estd baseado na
formacdo de particulas, devido a ligagdo covalente cruzada formada nas moléculas
de enzimas entre si, por pontes intermoleculares e/ou moléculas do suporte inerte
com reagentes bifuncionais. Desta forma, obtém-se uma estrutura de elevado peso

molecular.

Os reagentes bifuncionais podem ser divididos em duas classes,
homobifuncionais (glutaraldeido, acido bisdiazobenzidino-2,2’-dissulfénico, etc.) e
heterobifuncionais (3-metoxdifenil metano, tolueno-2-isocianato-4-isotiocianato,

eic.).

A mmobilizagdo com glutaraldeido ¢ um dos métodos mais utilizados, devido
a sua simplicidade e ao fato das ligacdes quimicas da enzima permitirem o controle
das propriedades fisicas do produto final. Também produz complexos de alta
atividade ¢ confere boa estabilidade frente as variagbes de pH, for¢a idnica,
solvente ¢ temperatura. A principal desvantagem é que muitas enzimas sdo

sensiveis ao acoplamento do reagente, levando & perda de atividade no processo.
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4.5, ITmobilizacdo por oclusdo

O processo de imobilizagdio enzimatica por oclusfio ¢ caracterizado pela
incorporagdo de moléculas de enzimas dentro de uma rede tridimensional, de um
poliimero insolivel na agua ou aprisionadas dentro de microcapsulas, que sio
delimitadas por membranas semi-permedveis, que possuem poros com dimensdes
do produto da reaglio (Silva, 1991). Esta técnica de imobilizag8o impSe restrigio
minima as enzimas imobilizadas e nfo envolve ligacdo covalente para suportar a

enzima, O que a torna vantajosa para imobilizagdo de qualquer fipo de enzima.

A pesquisa de novos materiais poliméricos condutores de corrente elétrica
tem crescido muito na ultima década . Tal interesse deve-se as vérias aplicagbes
tecnolégicas possiveis destes materiais, tais como: baterias plasticas recarregaveis,
mostradores eletro-Opticos, blindagem contra radiagfes eletromagnéticas e,
atualmente, suporte na construgdo de biossensores (Peres, 1989). Polimeros
heterociclicos como polipirrol sfo facilmente preparados através da oxidagdo
eletroquimica do monémero, levando a obtengio de filmes condutores dopados

concomitantemente com sua formagio.

Polipirrol (PPy) € conhecido desde o comego do século como “pirrol negro”.
Foi sintetizado eletroquimicamente pela primeira vez em forma de filme por Mac
Neill et o/, em 1965, porém suas propriedades s¢ foram estudadas mais
exiensivamente por Diaz et al em 1979, A partir de entHo, vérios trabalhos t€m

sido publicados explorando suas propriedades.

Segundo Diaz e al. 1979, a formagdo de polimeros condutores € geralmente
alcangada por meio de uma polimerizagdo eletroquimicamente induzida de um
mondmero em solugdes livres de O, ou, ainda, em menor extensdo, por
polimerizagfc quimica utilizando agentes oxidantes. A Figura 11 mostra um
mecanismo de polimerizag8o proposto para a preparagdo eletroquimica do
polipirrol, onde temos: 1 - Oxidagfo do pirrol na superficie do eletrodo com a

formacdo de pirrol com carga positiva; 2 - Formacio do dimero pela combinagio
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de dois pirrol catibnico; 3 - Oxidagiio do dimero na superficie do eletrodo; 4 -
Oxidaclio do dimero por um radical monomérico catibnico; 5 - Formacfo de altos
olighmeros, pela combinacfo de radicais de oligbmeros e monOmeros catiénicos; 6
- Reacdo em cadeia, oxidagdo do polimero paralelamente com a incorporagfo de
anions do eletrdlito para compensar as cargas positivas da cadeia polimérica.
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Figura 11 - Seqiiéncia de reagles para a formagdo eletroquimica do PPy.
Modificada de Schuhmann, 1995,

A utilizagdo de filmes poliméricos na construgdico de biossensores tem
aumentado o campo de aplicac@io destes sensores. A incorporagio de um filme
polimérico a um biossensor pode fazer com que seja possivel sua utilizagdo em

condi¢gBes que antes seria inviavel.

Eletrodos enzimiticos sdo obtidos pela combinagdo da superficie do
eletrodo, geralmente platina, ouro, grafite ou carbono vitreo, com uma enzima,
mais freqilentemente as oxidases ou dehidrogenases. Estas enzimas s#o
imobilizadas covalentemente na superficie do eletrodo, ou com ligagfio cruzada
dentro de uma rede polimérica de um polimero com propriedades redox, ou presas

fisicamente através de uma membrana de didlise. Modificagbes na superficie do
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grafite e, menos freqiientemente, na de carbono vitreo podem ser realizadas por
meio de processos de oxidag8o para a formagdo de grupos funcionais apropriados
para a ligagdo covalente na enzima. Entretanto, a funcionalizagfo de superficies de
platina e ouro, por meio de silanizagfo, é em geral probleméatica devido a facilidade
para a hidrolise ¢ formagio de polimeros siloxanos ndo condutores, que bloqueiam

a transferéncia de carga na superficie do eletrodo.

Filimes poliméricos condutores t#m sido amplamente empregados na
construgdo de eletrodos quimicamente modificados. Estes s3o usados no biossensor
para mediar transferéncia eletrénica, evitar efeitos de envenenamento, aumentar a
seletividade impedindo a difusio de alguns interferentes, imobilizar
biocomponentes, aprisionar ou incorporar umn mediador, estender a faixa linear do

biossensor e fornecer-lhe biocompatibilidade (Peres e al., 1989).

O aprisionamento de enzimas em uma matriz de PPy, durante a
eletropolimerizaco, estd atrainde um grande interesse como técnica de

imobilizagdo, devido a sua simplicidade e rapidez.

4.5.1. Oclusdo em matrizes insoliiveis em agua

Neste caso, a enzima ¢ dissolvida numa solugdo de mondmero, polimerizada
na presenga de um agente catalisador, podendo também ser aprisionada em um
coloide protetor como albumina, agarose ou dextrana, ou ainda dentro de fibras
ocas. Deve-se evitar processos de polimerizagdo exotérmicos para ndo desnaturar

a enzima (Kobayashi ¢ Laidler, 1973).

O polimero mais utilizado nesses processos € N, N’ metilenobisacrilamida e
é uma técnica rotineira nos laboratorios de bioquimica. Esta técnica apresenta a
vantagem de ndc ser exotérmica (Moo-Young e Kobayashi, 1972). Pode-se citar
ainda, como principal vantagem deste tipo de imobilizacfio, o fato da enzima nio
envolver seus grupos ativos, com a totalidade da massa protéica sendo mantida

dentro da rede do polimero.
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5. BIOSSENSORES

Avangos em bio-eletroquimica tém permitido o uso de um grande nimero de
procedimentos para a construglio de dispositivos, nos quais comunicagdes
eletrbnicas enire o material do eletrodo e o bioldgico representam um importante
papel (Khan, ef al., 1992; Lange ¢ Chambers, 1985). Biomoléculas, especialmente
enzimas capazes de catalisar reacgdes redox {oxidoredutase), sdo atualmente muito
usadas na fabricagdio de dispositivos bio-eletrOnicos, tais como biossensores

amperométricos (Begum er al., 1993).

A idéia de utilizar uma enzima como um reagente aliada a um eletrodo foi
introduzida em 1962 (Clark e Lyon, 1962), para a quantificaciic de glicose. A
técnica € a mesma utthzada nos analisadores comerciais medernos, come ©
“Medidor de glicose ExacTech”, comercializado pela empresa americana
MediScience Inc. Esses dispositivos baseiam-se na oxidagfio da glicose a 4cido
glicénico, envolvendo consumo de oxigénio ¢ formagéo de perdxido de hidrogénio

por agdo da glicose oxidase (GOD), conforme a reagdo abaixo, Equacio 26:

Glicose + O, + H0 Hy0; +  Acido Glicdnico

(26)

Embora seja possivel medir a concentragdo de glicose, tanto pela
quantificagdo do perdxido de hidrogénio produzido quanto pelo consumo do
oxigénio (decréscimo na pressdio parcial do gas), € esta Gltima geralmente usada,

através do eletrodo amperométrico de oxigénio.

Posteriormente estes dispositivos receberam a denominacfio de “Eletrodos
Enzimaticos” (Updike e Hicks, 1971). Contudo, com o desenvolvimento intensivo
na busca de novos sensores fisico-quimicos, em especial, utilizando-se de reagdes
enzimaticas variadas, foi introduzido um termo mais genérico e abrangente, o de

“Biossensor .
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Assim, biossensor é um dispositivo constituido de um elemento biolégico,
{como tecidos, células, organelas, enzimas/co-fatores, anticorpos, acidos nucléicos
entre outros) com alguma propriedade capaz de quantificar uma determinada
espécie orgénica ou inorglnica, ¢ um eclemento transdutor capaz de converter a
resposta quimica em um sinal apropriado, podendo ser potenciométrico,
amperométrico, condutoméirico, dptico, calorimétrico (entalpimétrico), entre

outros (Silva, 1991).

Desenvolvidos em ambientes académicos ha cerca de trinta anos, os
biossensores enzimdticos prestam-se atualmente a elevado ntmero de
determinagdes analiticas, em particular analise clinicas. A Figura 12 mostra o

diagrama representativo de um dispositivo biossensor.
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Figura 12 - Diagrama de um dispositivo biossensor {Scouten ef al., 1995).

O emprego industrial dos biossensores tende a crescer, em particular nas
ndistrias de alimentos e demais setores envolvidos, o que inclui a inddstria

farmacéutica (antibidticos) e o setor sucroalcooleiro.
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5.1. Caracteristicas dos biossensores

As caracteristicas mais importantes num biossensor sfo: a estabilidade, o

tempo de resposta e a sensibilidade (Guilbault, 1984).

5.1.1. Estabilidade

Alguns dos fatores que afetam a estabilidade de um biossensor estdo listadas
na Tabela 3.

Tabela 3 - Tatores gue afetam a estabilidade de um biossensor.

Tipo de 1mobilizagdo
Quantidade € pureza da enzima.
Condi¢Ses otimas,

Estabilidade do sensor base.

5.1.1.1. Tipo de imobilizagdo

Geralmente, um eletrodo com enzima soliivel, é usado por cerca de uma

semana com 25 a 50 determinagdes, sendo o eletrodo acondicionado sob

refrigerag@o quando fora de uso.

Os eletrodos com enzimas imobilizadas fisicamente sdo estdveis por mais
tempo, atingindo algumas vezes, trés a quatro semanas ou cerca de 100

determinagdes, dependendo do grau de cuidado na preparagio do polimero.

Os eletrodos com enzimas imobilizadas por métodos quimicos apresentam-
se mais estveis com vida atil maior, devido as ligagles mais efetivas entre as

enzimas € 0s suportes diminuindo a lixiviagio da camada enzimatica.
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5.1.1.2. Quantidade e pureza da enzima

A estabilidade aumenta com a espessura da camada enzimatica, porém ¢
tempo de resposta fambém aumenta. HA uma quantidade critica de enzima
necessaria para cada biossensor. As vezes, é mais vantajoso aumentar a quantidade
de enzima, principalmente quando esta nfo € purificada. Deve-se também ter em
mente gue quanto mais espessa a camada de enzima, mais dificil a difusio dos fons

gerados no meio reacional até a membrana sensora.

5.1.1.3. Condigdes dtimas

As condigbes operacionais mais adequadas devem ser estudadas para
otimizar-se a determinagdo analitica tais como pH, temperatura, tampdo ¢ forga

ionica da solucgdo, concentracdio do substrato, entre outras.

5.1.1.4. Estabilidade do sensor base

A estabilidade do biossensor também depende do sensor base. Em muitos
casos esse ndo € o fator mais importante quando o sensor tem uma estabilidade
maior do que a enzima, porém isto deve ser considerado quando se usa eletrodos

com tempo de vida curto, como por exemplo os de membrana liquida.

Um outro fato importante na estabilidade das enzimas esta relacionado ao
efeitoc Zulii {Trevan, 1980), ou seja, durante o processo de imobilizagdo uma
grande quantidade de enzima é imobilizada, porém apenas uma fragfo da mesma €
utilizada para a catalise da reag8o com o substrato. E mesmo gue uma parte dessa
enzima seja perdida por desnaturagio ou por variagdes no pH, sempre existira uma
fracdo de enzima pronta para reagir com o substrato, até se atingir um estagio onde

toda a enzima seja inativada.
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5.1.2. Tempo de resposta

Existem alguns fatores que afetam o tempo de resposta de um biossensor,

conforme ilustra a Tabels 4.

Tabela 4 - Fatores que afetam o tempo de resposta de um biossensor,

“Velocidade de agi‘éé«;iééa"soiuééé
Concentragfo do substrato
Concentracdo da enzima
pH étimo

Temperatura

O tempo de resposta do sensor envolve a difusfo do substrato através da
membrana enzimatica ¢ a difusdo do produto formado até a superficie do sensor

base, quando ¢ entdo monitorado.

5.1.2.1. Velocidade de agitacio da solucgdo

Quanto maior a velocidade de agitagdo, mais rapidamente o substrato se

difunde até a superficie da membrana, onde poderd reagir.

5.1.2.2. Concentragdo do substrato

A velocidade da reacdio aumenta com o aumento da concentragdo do

substrato, diminuindo o tempo de resposta, de acordo com o previsto pelo modelo

de Michaelis-Menten.
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5.1.2.3. Conceniracdo da enzima

Um aumento na quantidade de enzima pode levar 2 um aumento no tempo
de resposta do sensor. Isto se di devido ao aumento na espessura da membrana,
dificultando a difuso do substrato na membrana. E aconsethavel a utilizagfo de
enzimas com alta atividade, permitindo a obtengfio de membranas com enzima

imobilizada, as mais finas possiveis.

5.1.2.4, pH dtimo

Cada enzima tem um pH Stimo, no qual ela € mais ativa, e uma faixa de pH
onde existe uma certa reatividade. O pH 6timo de uma enzima imobilizada pode
ndo ser o mesmo de uma enzima solivel. Recomenda-se, geralmente, ajustar o pH

atendendo as necessidades de enzima e nio as do eletrodo base.

5.1.2.5. Temperatura

Pode-se prever um duplo efeito com o aumento da temperatura: aumento na
velocidade de reagdio enzimatica resultando num tempo de resposta mais rapido ¢
uma mudanga no potencial de equilibric em virtude do coeficiente de temperatura

na equagdo de Nernst ¢ Van’t Hoff.

5.1.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um biossensor depende diretamente da sensibilidade do

sensor base utilizado.
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Assim, deve-se nfio s6 escolher as condigBes operacionais adequadas para
uma determinacfo analitica mas, principalmente, o tipo de transdutor que methor

desempenho possa fornecer, de acordo com o nivel de concentragio do analito.

6. FRUTOSE

A frutose, ou levulose, € um dos carboidratos mais importantes, existente na

natureza.

Os carboidratos ou hidratos de carbono, principais substincias produzidas
durante o processo de fotossintese, sdo os primeiros compostos formados na
incorporagdo de carbono inorgénico, hidrogénio e energia nos seres vivos {Bennet
e Frieden, 1966). Constituem os compostos organicos mais antigos conhecidos pelo
homem, sendo um dos compostos mais importantes no metabolismo vegetal e
amimal. Apresentam-se como compostos carbonilicos polihidroxilados e sdo
classificados segundo o numerc de 4tomos de carbono por molécula. Assim, cita-se

os monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos (White ef al., 1954).

Os monossacarideos s@io os agicares mais simples e geralmente sfo
apresentados com formula C,H,,0,, onde n varia de 3 até 8 na maioria dos casos.
Sdo classificados de acorde com o numero de atomos de carbono na cadeia e
segundo a funglio carbonilica. Prefixos tri, tetra, etc., designam o mimero de
carbonos por molécula; ¢ o sufixo ose é designagio geral do carboidratos. Desta
forma, sfo citadas as trioses, tetroses, pentoses, hexoses, etc. As pentoses sdo
amplamente distribuidas em todos os organismos e estio presentes como
intermediarios nas vias metabdlicas e, ainda, como parte de moléculas mais
complexas, fais como acidos nucléicos e coenzimas (White er al, 1954). As
hexoses, sdo muito comuns nos organismos, desempenhando papéis fisioldgicos de

importdncia fundamental. A (+) glicose, de formula molecular C¢H,06, € ©

monossacarideo mais representativo.
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Os oligossacarideos sio compostos por sub-unidades de monossacarideos,
contendo de dois a dez residuos de monossacarideos, ligados uns aos cutros por um
4tomo de oxigénio que faz parte da ligagdo glicossidica (hidroxila de um a¢iicar ¢ 0
carbono 1). Dependendo da configuracio do carbono 1, a ligagio glicossidica ¢
chamada alfa ou beta. Sacarose e lactose sdo os oligossacarideos mais comuns. A
primeira, principalmente constituida de glicose e frutose, ocorre nas plantas que
fazem fotossintese ¢ & obtida comercialmente a partir da cana-de-agicar ou da

beterraba (Meade e Chen, 1977).

Todos os monossacarideos e a maioria dos dissacarideos sdo oxidaveis pelos
reagentes de Tollens, Benedict e Fehling, sendo denominados "aguicares redutores”
(Hart e Fisher, 1971; Hangos-Mahr e Pungor, 1982). Para ser analisada como tal, a
sacarose necessita de hidrélise prévia, que resulta em quantidades equimolares de
D(+)glicose (dextrose) e D{-)frutose (levulose). Como esta hidrélise resulta em
mudanca no sinal de rotagdo 6ptica para valor negativo, a reagio ¢ denominada
inversio da sacarose e & mistura resultante da-se o nome de "aglicar invertido"

(Meade e Chen, 1977).

Os polissacarideos sdo carboidratos que, apds hidrélise, fornecem um
grande nimero de unidades de monossacarideos e dissacarideos por molécula.
Diferem dos oligossacarideos quanto ao comprimento da cadeia e complexidade
estrutural associada as freqilentes ramificacdes das sub-unidades. A caracteristica

estrutural dos polissacarideos ¢ a repeti¢do da unidade monossacaridica.

Antes os hidratos de carbono eram considerados apenas como energeticos,

constituindo a fonte de energia, em estado de prontidfio, para ¢ organismo.

Os hidratos de carbono podem ser divididos, quanto ao seu comportamento

fisiologico, em (Campos, 1964):

= Hidratos de carbono energéticos - glicose, levulose, maltose ¢ seus

fornecedores: sacarose e amido.
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= Hidratos de carbono de estrutura - lactose, galaciose, manose, xilose,

arabinose, celebinose.

A funcio energética &, sem davida, a principal. Outros nufrientes, como 08
lipidios e as proteinas, t#8m também fungdo energética, sendo os primeiros ©
principal reservatério de energia para o orgamismo. Entretanto, oS hidratos de
carbono, sob a forma de glicose e glicogénio, encontram-se NO Organismo em

estado que lhes permite ntilizagfo imediata.

Os hidratos de carbono ingeridos transformam-se, no tubo digestivo, nos
monossacarideos: glicose, levulose e galactose Dentre estes, a galactose ¢
absorvida mais rapidamente, seguida da glicose e da levulose. A glicose ¢ o
monossacarideo mais simples e mais utilizado pelo organismo. Os oufros
monossacarideos, de um modo geral, transformam-se em glicose para a sua

utilizacdo.

A levulose, também conhecida como Frutose devido a sua grande ocorréncia
nos frutos, ¢ um dos constituintes da sacarose e de outros aglicares, entre os quais a
insulina. Pode ser metabolisada a CO, ¢ H,O ou transformada em glicose, no
plasma sangilineo, ¢ em glicogénio, no figado. O glicogénio hepatico transforma-
se novamente em glicose. No misculo, ndc hé transformagio da frutose em
glicogénio. O intestino delgado também ¢ capaz de transformar a frutose em

glicose € em glicogénio.

Admite-se que a utilizagfio da frutose nfo depende da insulina; por 1550,
alguns autores aconselham este agicar como fonte de energia para os diabéticos
(Chaves, 1969). A curva de tolerancia da frutose estd condicionada 4 capacidade
do figado em utilizé-la na sintese do glicogénio. Em algumas doengas do figado,

diminui a toleréncia a frutose.

Quando injetada por via endovenosa, a frutose pode ser melhor utilizada

pelos diabéticos do que a glicose.
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Os hidratos de carbono de estrutura desempenham importantissimo papel na
ossificacio, participando do metabolismo do célcio. A galactose ¢ constituinte de
glicolipideos existentes em muitos tecidos animais e vegetais, principalmente o
tecido nervoso. E raramente encontrada livre na natureza. Existe nas cascas das
sementes das leguminosas. A lactose tem papel na formagio dos glébulos
vermelhos - processo indireto - e na absorgfic do ferro, favorecendo a sintese de
hemoglobina. A nibose faz parte do 4cido ribonucléico e do desoximribonucleico,
os quais representam parte do péso do nucleo celular e entram na estrutura dos

cromossemos, gens e nucléolos (Chaves, 1969).

7. METODOS PARA DETERMINACAO DE FRUTOSE

Os principais métodos para determinagdo quantitativa de acticares sdo
fundamentados predominantemente nas reagdes utilizadas na sua identificagdo
qualitativa (Stanek ¢/ al., 1963). Os métodos qualitativos classicos utilizam-se das
propriedades redutoras dos aglicares ¢ determinam os produtos da reacgio
volumeétrica ou gravimetricamente. Estas reagles sdo baseadas, por exemplo, no
poder redutor do grupo carbonilico, na quebra de ligagiio entre grupos glicolicos
vicinais ¢ ainda, nas reagdes coloridas dos produtos de degradagio dos agficares

por acidos minerais fortes.

Oxidagdo pelo ion cliprico é a base da grande maioria dos métodos para
determinagdo de agucares redutores e provavelmente nenhum outro tera sido
utilizado com tantas modificagcGes (Stanek ef al., 1963). Os reagentes utilizados
nessas propostas baseiam-se na formagdo de complexos de cobre divalente com
acidos orgénicos, principalmente tartarico ¢ citrico. O mais conhecido deles é a
solugdo de Fehling, constituida por duas solugdes, uma de sulfato de cobre e outra

de tartarato duplo de sodio e potassio (Dunsmore ef al., 1980),
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Os métodos baseados na oxidacgio pelos ions cobre podem ser divididos em

dois grupos:

O primeiro, também conhecido como o méfodo recomendado para
quantificagfo de frutose, baseia-se na redugfo completa de um volume medido da
solugic de Fehling e do agiicar em investigagfio. O final da reagdo ¢ monitorado
por um componente adequado, como por exemplo, azul de metileno, o qual ¢
descolorido por wm excesso de agicar apés a redug@o completa dos ions Cu*
(Lanc e Eynon, 1923). O final da titulacdo também pode ser indicado

potenciometricamente (Stanek ez al., 1963).

O segundo, baseia-se na determinagdo de Oxido cuproso apés sua filtracdo
da mistura de reagdio, quando a redugio esta completa. Esta determinagéo pode ser
efetuada por diferentes formas: gravimetricamente, ecletroliticamente, pela
dissolugfio em 4cido nftrico com posterior quantificagio colorimétrica do complexo
formado pela adigdo de etilenodiamina ou pela determinagdo dos ions Fe**

produzidos com permanganato (Bertrand, 1906, Stanek ef al., 1963),.

Certos métodos prescindem da separagdo do precipitado formado e o éxido
cuproso ¢ dissolvido num excesso de solugdo de fosfomolibdato ¢ medindo a

intensidade da cor azul formada (Somogyi, 1945).

Um outro método wutilizado baseia~se na redugdo do ion
hexacianoferrato(ITI) a hexacianoferrato{Il), onde ¢ medido o decréscimo da
coloragdo do ion hexacianoferrato(Ill), devido 4 formag8o do hexacianoferrato(l),

que ¢ incolor (Tanimoto e Burr, 1964).

A determinagic espectrofotométrica de agucares redutores empregando
compostos nitro-aromaticos foi apresentada em 1981 (Soloniewicz e Teoderczvk,
1981). A frutose também ¢ freqiientemente quantificada através de cromatografia
liquida (Vidal-Valverde, et a/., 1985).
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Outros métodos também utilizados em analise de aglcares sdo
fundamentados, por exemplo, na rotagio do planc da luz polarizada, na
viscosidade, na pressfio osmotica e no indice de refragfio. E os métodos
enzimaticos, em fungfo da alta seletividade enfre outras caracteristicas, tém sido
muito utilizados especialmente em propostas automatizadas (Matsumoto ef al,

1986; Matsumoto ef a/., 1988 e Tkeda et al., 1990).

Dentre os métodos enzimaticos tradicionais para quantificagdo de agicares,
dentre eles a frutose, destaca-se o proposto por Bergmeyer, que faz uso das
enzimas: [P-frutosidase (imvertase), fosfoglicose isomerase e glicose-6-
fosfatodehidrogenase, além das co-enzimas ATP e NADP (Bergmeyer et al, 1974).
Todos o0s agucares fermentaveis sdio convertidos a glicose-6fosfato e a
concentragdo deste composto € equivalente 4 quantidade de NADPH. O aumento

na absorbédncia, devido ao NADPH formado, ¢ medido em um espectrofotdmetro a

340 nm. As reagdes sdo as seguintes:
e A enzima PB-frutosidade inverte a sacarose produzindo glicose ¢ frutose.

-frutosidase :
Sacarose + H;O B = (licose + Frutose

pH=4.,6 (27

s A enzima hexokinase fosforilada converte glicose e frutose a glicose-6-fosfato

(G-6-P) e frutose-6-fosfato (F-6-P).

) hexoki

Glicose + ATP SXONNAN Glicose-6-fosfatoc  + ADP
pH=7.6

Frutose + ATP he;)k;rlzse = Frutose-6-fosfatoc + ADP
pri=/,

(28)

s Fosfoglicose isomerase (P-G-I) converte Frutose-6-fosfato & Glicose-6-fosfato.

F6p —C-o-)

G-6-P
pH=7.6

(29)



Capftulo 1 - Introducio 42

» Glicose-6-fosfatodehidrogenase (G-6-P-DH) dehidrata a glicose-6-fosfato a

gluconato-6-fosfato.

G-6-F + NADP (G-6-P-DH) |

Gluconato-6-fosfato + NADPH + o
pH=7,6 (30)
Apesar da medida espectrofotométrica ser relativamente facil de ser feita, as

reagdes para preparagio das amostras sio demoradas, tornando o método laborioso.

8. D-FRUTOSE 5-DEHIDROGENASE

A enzima d-frutose S-dehidrogenase (FDH, EC 1.1.99.11) foi primeiramente
descoberta em 1966 (Yamada ef al., 1966), a partir do Gluconobacter cerius. Eles
confirmaram que a enzima catalisava a oxidaglo da D-frutose para 5-ceto-D-
frutose. Ameyama ef al, 1981, relataram a purificagdo ¢ as propriedades
cataliticas e moleculares da FDH a partir do Gluconobacter industrius, ¢ a

possibilidade do uso desta enzima na quantificagio de D-frutose.
A reaciio catalisada pela enzima ¢ a seguinte:

D-frutose  + Mgy —IDH . 5 Ceto-D-frutose + Mred

GD
onde M., € M, sio os aceptores de elétrons nas suas formas oxidada e reduzida,
respectivamente. [Estes aceptores podem ser: hexacianoferrato de potassio (1),
metassulfato de fenazina ou 2,6-diclorofenol indofenol. NAD, NADH ¢ o oxigénio
sio completamente inativos como aceptores de elétrons. A constante de Michaelis-
Menten aparente, para esta enzima na determinagdo de D-frutose em pH 4,5, foi
encontrada como sendo 107 molL", com a enzima na forma purificada. Sua massa

molecular foi calculado como sendo 140000 uma.
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Em 1986, foi desenvolvido um sensor para analise em fluxo, em que d-
frutose S-dehidrogenase (FDH) foi imobilizada em filme de amino-celulofine
(Matsumoto ef al., 1986). O aceptor redox utilizado foi o hexacianoferrato (II1); o
aceptor na forma reduzida foi detectado eletroquimicamente através de uma cela de
fluxe com eletrodo de platina. A FDH foi obtida a partivr do Gluconobacter
industriuns. A faixa linear de utilizacfio do biossensor foi de 2 x 10° a2 x 107

molL"", com precisio de 1,8% para um total de 10 replicatas.

Em 1988, foi desenvolvido um sistema em fluxo para determinagio de
frutose, glicose e sacarose, utilizando uma configuragdo paralela de reatores com
enzimas imobilizadas (Matsumoto er af, 1988). O perdxido de hidrogénio
produzido, pela glicose ¢ sacarose, e o hexacianoferrato (II), pela frutose, foram
monitorados amperometricamente. Interferéncia do 4cido ascorbico foi eliminada
com o uso de uma pré-coluna com ascorbato oxidase mmobilizada em CNDBr-
Sefarose ativada. A faixa linear de utilizagdo do biossensor foi de 2x 107 a 1 x
16° molL™, com precisdo de 1,8% para glicose e frutose, e 1,6% para sacarose, de

um total de 10 replicatas.

Em 1990, a FDH foi imobilizada em um eletrodo de pasta de carbono (Ikeda
¢i al., 1990), recoberto com uma membrana de dialise, o mediador utilizado foi a
p-benzoquinona. Estudos de pH foram efetuados, encontrando um pH otimo para
o biossensor em torno de 4,5; a faixa linear encontrada foide 0,22 1,0 mmolL™?, a
repetibilidade das medidas foi de 5,1% (#=10), com tempo de resposta de 1 min.
Testes de possiveis interferentes mostraram que apenas o acido ascorbico €
interferente em potencial, sendo sua eliminagfo feita com auxilio da enzima
ascorbato oxidase. As determinagfes amperoméiricas foram executadas a um
potencial de 500 mV vs. Ag/AgCl. Este biossensor foi utilizado para quantificagdo
de frutose em amostras de frutas.

Em 1993, foi apresentadc um biossensor para frutose onde a enzima FDH
estava imobilizada em um filme de polipirrol utilizando uma mistura de

tetratiafulvaleno (TTF) e tetracianoquinodimetanc (TCNQ) come mediador. A
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faixa linear deste biossensor foi de 0,2 a 10 mmoll”, com pH étimo de 4,5;
exibindo um coeficiente de variagfo de 4% (n=10). O tempo de resposta para este

biossensor foi de aproximadamente 20 s. (Begum er al., 1993).

9 JUSTIFICATIVA

A necessidade da determinagio de agucares em alimentos e fluidos
biologicos tem crescido como resultado das exigéncias do controle de qualidade no
processamento de alimentos e por razdes médicas para controle de doengas
cardiovasculares e diabéticas, respectivamente (Marble, 1971; Shaw, 1980). Isto
tem levado ao desenvolvimento de varios métodos para a determinagdo de

diferentes acucares, tais como glicose ¢ frutose.

Varias técnicas analiticas como a volumetria (Wang e Naser, 1994),
polarimetria (Begum et al.,, 1993), cromatografia gas-liquido (Meade ¢ Chea, 1977,
Maah e Sisler, 1975), colorimetria (Mateo ef al, 1987; Low e Spouns, 1988),
analise enzimatica (Abu-Lehia, 1987), espectrometria de ressonfncia nuclear
magnética (Masoom e Townsend, 1985), fluorimetria (Csdregi, 1993), métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Lowman e Maciel, 1979; Mopper
et al., 1980) e métodos eletroquimicos {Hughes ef al., 1981; Hughes ¢ Johnson,
1983; Wang e Taha, 1990, Beh e¢f al, 1989, Amine ef al, 1993) foram
desenvolvidos para a determinagfo de agicar em alimentos e sangue, porém s3o
trabalhosos ou envolvem tempo relativamente longos. Recentemente, um grande
interesse tem sido mostrado para analise de agticar usando métodos eletroguimicos,
devido a possibilidade de analise in vivo com a utilizagdo de implantes de eletrodos

em diabéticos.

O desenvolvimento de varios biossensores em quimica clinica ¢ indistria de
sucos tem sido apresentado (Turner ef al., 1987, Lowe, 1985). Nos Gltimos anos,
virios sensores para mono & dissacarideos foram construidos, porém existem

poucos trabalhos sobre sensores para frutose, apesar desta ter maior poder adogante
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que a glicose e a sacarose, ser amplamente distribuida em frutas e vegetais e ser
geralmente usada em adogantes dietéticos. Uma razélo para o pequenc nimero de
trabalhos estd relacionada ao fato de que para a determinagfo de frutose ha a
necessidade de trés tipos de enzimas (hexokinase, EC 2.7.1.1; fosfoghcose
isomerase, EC 5.1.3.9 e glicose-6-fosfato dehidrogenase, EC 1.1.1.49) e duas

coenzimas (ATP e NADP), o que aumenta o custo da andlise ¢ a forna laboriosa.

10. OBJETIVO

Conforme descrito acima, ha uma caréncia de métodos analiticos confidveis
e simples para determinagdio de frutose. Por isso, dentro da linha de pesquisa de
eletroanalitica do 1Q/UNICAMP, resolveu-se construir, avaliar e aplicar um
biossensor para frutose, utilizando a enzima d-frutose 3-dehidrogenase,
imobilizada em eletrodos de pasta de carbono e de filme de polipirrol, sem a

necessidade de tratamento elaborado das amostras reais.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. REAGENTES E APARELHAGEM

1.1. Reagentes

A enzima d-Frutose 5-dehidrogenase (E.C. 1.1.99.11) foi adquinda da Sigma
Chemical Co., grafite em pé, 99,9% da Fluka; pirrol da Aldrich com 98% de
pureza, D-frutose Sigma 99%: nujol, azul de meldola da Sigma.

Para a destilacio do pirrol foi utilizado um sistema de destilagfio em refluxo.

O tampio utilizado para a eletropolimerizagio do pirrol foi o Piperazina-N-
N’-bis-2 Etanosulfénico (PIPES, CgH;sN,0¢S;) da Sigma, ¢ para as medidas
eletroquimicas o Mcllvaine (0,2 mmol L7 de Na,HPO; e 0,1 mmol L de 4cido
citrico).

As amostras de geléia de fruta e adogante dietético foram obtidas em

supermercado local.

Os demais produtos quimicos usados foram de grau analitico ¢ suas solugdes
preparadas com 4gua destilada e desionizada. Todas as analises foram realizadas a

temperatura de 25 °C.

1.2. Aparethagem

Um potenciostato PGSTAT20 Eco Chemie, interfaceado a um
microcomputador para aquisicio dos dados, foi utilizado nas medidas

eletroquimicas, como mostrado na Figura 13,

Um espectrofotdmetro Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, foi usado

para as medidas espectrofotomeétricas.
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Foram utilizados pH-metro Radelkis modelo OP-217 e eletrodo de wvidro
combinado com referéncia de Ag/AgCl Radelkis OP-0808, para o ajuste de pH das

solucdes.

Figura 13 - Esquema da aparelhagem utilizada nas medidas eletroquimicas; A-
Potenciostato, B-Cela eletroquimica de trés eletrodos ¢ C-Sistema de aquisi¢@o de
dados.

Um aparelho de ultra-som, marca Throrion B7, fo1 uwalizado para auxiliar a

remocio de particulas das superficies dos eletrodos.

2. BIOSSENSOR PARA FRUTOSE COM ENZIMA IMOBILIZADA EM
ELETRODO DE PASTA DE CARBONO

2.1. Preparacdo da silica titdmo/fosfato

O procedimento para enxertar 6xido de titdnio (IV) e fosfato na superficie
da silica gel foi descrito por Kubota ef al, 1991, A imobilizagdo do azul de
meldola foi realizada por imersdo de aproximadamente 2 g de silica titdnio/fosfato
(STF) em 20 mL de uma solugfo aquosa de 0,5% (m/v) do corante. A mistura for

agitada por 10 minutos e o sdlido foi filtrado, lavado ¢ seco a vacuo em
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temperatura ambiente. A quantidade do mediador imobilizado, foi determinado
por andlise elementar. Este material foi denominado de silica

titanio/fosfato/meldola (STFM).

2.1.1. Preparagio da pasta de carbono

A pasta foi preparada pela homogeneizagiio de 100 mg de grafite (Fluka),
100 mg de STFM, 20 mg de FDH (Sigma) e algumas gotas de éleo mineral (Nujol).
Essa pasta foi acondicionada em recipiente escuro e conservada sob refrigeracdo
(-15°C), quando nfio em uso, e passou-se a chamar, silica titinio/fosfato/meldola/
enzima (STFMEz).

2.1.2. Construgdo do biossensor para frutose a partir da silica modificada

A técnica de imobilizag8o empregada na construgéio desse biossensor foi a
de adsor¢do, onde aproximadamente 5 mg da pasta STFMEz foi colocada na

cavidade de um eletrodo de platina previamente preparado.

O eletrodo consistiu de um tubo de vidro com 4 mm de didmetro, tendo na
parte inferior uma lamina de platina, em forma de disco, soldada a este formando

uma cavidade com 1 mm de profundidade.

O contato elétrico entre o disco e o terminal do eletrodo foi feito com um fio
de niquel-crémio, como mostrado na Figura 14. Esta disposigdo permite uma

melhor reprodutibilidade na quantidade de pasta usada, nos diferentes estudos.
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Figura 14 - Esquema do eletrodo de pasta de carbono.

O biossensor foi armazenado em tampdo, pH 4,5 a 5 °C, quando nfio em

Uso.

3. BIOSSENSOR PARA FRUTOSE COM ENZIMA IMOBILIZADA EM FILME
DE POLIPIRROL SOBRE ELETRODO DE PLATINA

3.1. Limpeza do eletrodo base de platina

A limpeza da superficie do eletrodo base foi feita em trés etapas: a primeira
foi um polimento manual, com movimentos circulares em uma superficie plana,
recoberta por uma flanela embebida com suspencfio de alumina 1,0 p. Apds esta
etapa, seguiu-se o polimento com alumina 0,3 p; e por tltimo o eletrodo base foi

lavado diversas vezes com agua desionizada.

O polimento ¢ necessario para prevenir a formagdo de imperfei¢bes na

superficie do eletrodo. A verificagio da limpeza da superficie do eletrodo foi
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acompanhada através de voltametria ciclica, como pode ser observada na Figura

-
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Figura 15 - Voltamograma ciclico mostrando a limpeza do eletrodo base de platina.
Solugdo tampdo Mcllvaine pH 4,5; velocidade de varredura de 20 mVs',

3.2. Eletropolimerizagdo do filme de polipirrol

Apds limpeza do eletrodo base, este foi colocade em uma cela eletroquimica
contendo 5 mL de solugio tampdo PIPES 0,1 molL"’ (pH 6,8), como tampdo bio-
compativel; contendo: 0,1 mmolL" de pirrol recém destilado; 0,1 mmolL? de
NaClOy; 0,1 mmolL™" de NasFe[CNJ¢, como mediador de elétrons e 0,001 mg mL
de dodecii sulfato de sodio. Esta solugdo foi desoxigenada por 10 minutos, € o

sistema mantido em atmosfera de nitrogénio.

Aplicou-se um potencial de 720 mV vs ECS por 80 segundos, monitorando-

se a corrente em fungdo do tempo
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3.3. Imobilizagdo da enzima

A imobilizacdo da enzima foi realizada por oclusfo, apés comprovacio da
incorporagdo do mediador, ferricianeto, no filme de polipirrol.  Adicionaram-se 25
unidades da enzima FDH & mesma solugio utilizada para formaco do filme de
polipirrol, em seguida aplicou-se potencial de 720 mV por mais 80 segundos,

formando assim um o sistema filme/enzima-filme

Apé6s formacdo da nova camada de filme, o mesmo foi lavado com éagua
desionizada para retirada do excesso de dopante n3o adsorvido (hexaciano ferrato).
A incorporagdo do mediador foi monitorada por voltametria ciclica, em solugdo
tampic Mcllvaine pH 4,5; em wima faixa de potencial entre -100 a 400 mV, com

velocidade de varredura de 20 mVs™.

4. BIOSSENSOR PARA FRUTOSE COM ENZIMA IMOBILIZADA EM

GLUTARALDEIDO, SOBRE ELETRODO DE PLATINA MODIFICADO COM
FILME DE POLIPIRROL

4.1. Limpeza do eletrodo base

A limpeza do eletrodo base foi realizada conforme descrito no item 3.1.

4.2. Eletropolimerizacgéo do filme de polipirrol

A eletropolimerizacdo do filme de polipirrol foi realizada de forma

semelhante & descrita no item 3.2,

Apds formagio do filme, o mesmo foi lavado com éagua desionizada, para
retirada do excesso de dopante nfo adsorvido. A incorporagdo do mediador foi
monitorada por voltametria ciclica, em solucdo tampdo Mcllvaine pH 4,3, em uma

faixa de potencial entre -100 a 400 mV, com velocidade de varredura de 20 mVs'.
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4.3, Imobilizacio da enzima

Apos comprovada a incorporaciio do ferricianeto, a imobilizagio enzimatica
foi realizada sobre o filme de polipirrol, pela técnica da ligac8o covalente cruzada.
Para isso, misturou-se 25ul de glutaraldeido 5% v/v, 10uL de solugio de soro
albumina 10% m/v, 5uL da enzima (1 unidade/nL) e 25ul. de tampdo Mcllvaine.
A solugdo foi cuidadosamente homogeneizada e desta retirou-se uma aliquota de
50 uL e gotejou-se na superficie do eletrodo de platina modificado com filme de
polipirrol. O biossensor foi deixado em repouso para evaporagio do solvente e
completar a reagdo entre o glutaraldeido e a enzima. Apés secagem, o biossensor

foi mergulhado em wma soluglio de glicina para retirada do excesso de

glutaraldeido.

5. MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas foram realizadas a 25 °C em célula eletroquimica de trés
eletrodos, Figura 16, com solugfo tampdo Mcllvaine, pH 4,5, sob agitagfio
magnetica. Todos os potenciais foram medidos contra um eletrodo de calomelano
saturado, ¢ como contra eletrodo foi utilizado um fio de platina em forma de

espiral.
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Figura 16 - Esquema da cela eletroquimica utilizada nas medidas eletroquimicas.
A-entrada de N, B-saida de g4s, C-eletrodo de referéncia, D-eletrodo de trabalho,
E-contra eletrodo e F-entrada da amostra.

6. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras utilizadas passaram apenas por um processo simples de
dilmgdo, levando-as até a faixa linear de utilizacfio do biossensor, sem a

necessidade de efetuar tratamentos elaborados das mesmas.

Todas as dilui¢des foram feitas com solugdo tampdo Mcllvaine pH=4,5. As

quantificagdes foram efetuadas em triplicatas.

7. METODO PADRAO UTILIZADO PARA DETERMINACAQO DE FRUTOSE

O método padrio usado para micro-determinacio enzimatica de frutose foi o
método espectrofotométrico padrdo (Wood er al., 1962), que utiliza o ferricianeto

como aceptor de elétrons, com algumas modificaces.
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Este método ¢ baseado na velocidade de redugHo inicial. Quando o método
¢ calibrado, usando as velocidades obtidas com os padifes, as velocidades com
solugbes desconhecidas fornecem a quantidade de substrato presente. Uma
unidade de anividade enziméatica ¢ definida como a quantidade de enzima que

catalisa a oxidacdo de 1 pmol de substrato por minuto, sob as condigdes de analise.
O procedimento expermmental é descrito a seguir:

A mistura reacional contendo 0,5 mL do tampio Mellvaine, pH 4,5; 5 uL da
enzima {1 unidade/pl); solu¢8o padric de frutose ¢ triton X-100 ( 0,1 % em
relacdo ao volume final), foi pré-incubada por 5 minutos a uma temperatura de 25
°C, ap0s © que iniciou-se a reacgdo com a adicdo de 0,1 mL de ferricianeto de
potassio (0,1 molL” em agua desionizada). A reagdo ¢ interrompida com a adigHo
de 0.5 mL do reagente sulfato férrico-Dupanol ( 5g Fex(8O,).nH,0, 3g de lauril
sulfato de sodio, 95 mL de acido fosforico 85%, completando a solugfio com agua
desionizada até um litro) a essa solugio adicionou-se 3,5 mL de 4agua. A
concentragdo do complexo azul da Prissia ¢ monitorada espectrofotometricamente

660 nm, apds periodo de incubacgio de 20 minutos, a 25 °C.

8. CALCULO DO K, DA ENZIMA FDH

Quando uma enzima € imobilizada observa-se um aumento no valor da
constante de Michaelis-Menten. Este aumento é, provavelmente, devido 4 carga no

substrato € no suporte, efeito de diluigio e mudanga na conformacio terciaria.

Para o biossensor com silica gel, a constante de Michaelis-Menten foi
calculada com o auxilio do grafico de Lineweaver-Burk, Figura 17, onde foi
plotado o inverso da concentragdo do substrato versus o inverso da velocidade

inicial.
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Figura 17 - Célculo experimental da K, da FDH

Os resultados obtidos para a enzima FDH sdo: K, = 12,0 mmoll” e Vyax =

105,9 umolL  min'mL".



CAPITULO III



Capitulo Il - Resuliados e Discussio 58

RESULTADOS E DISCUSSAQ

1. ENZIMA IMOBILIZADA EM ELETRODO DE PASTA DE CARBONO
MODIFICADO COM AZUL DE MELDOLA EM SILICA GEL RECOBERTA
COM FOSFATO DE TITANIO

O mecanismo envolvido consiste na reducdo da enzima pelo substrato € a
conseqiiente oxida¢fo da enzima pelo mediador de elétrons, azul de meldola, sendo
que a oxidagdo deste ¢ realizada eletroquimicamente, como esquematizado na

Figura 18.

Oxidacdo Reducio
Eletrodo i Solucho Eletrodo E Solugio

modificado modificado 3

Figura 18 - Esquema do mecanismo de reagdo em um eletrodo modificado de pasta
de carbono, M-mediador; A-analito; red-forma reduzida; ox-forma oxidada
{Kalcher, 1995).

A transferncia eletronica direta entre enzima e o eletrodo ndo ocorre com
eficiéncia, entretanto, o processo torna-se rapido e eficiente quando se emprega um

mediador de elétrons (Gorton ef af., 1991).
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1.1. Propriedades redox da STF

O primeiro passo na construgdo do biossensor foi a verificagio do
comportamento eletroquimico da pasta de carbono, preparada com STF, STFM e
STFMEz, que foi realizado através da técnica de voltametria ciclica. As medidas
eletroquimicas, nos diferentes tipos de pastas, foram realizadas em uma faixa de
potencial de -200 a 200 mV, Figura 19,
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Figura 19 - Voltamograma ciclico obtido com eletrodo de pasta de carbono a 20
mV s”, em soluglo tampdo Mcllvaine a pH 4,5: (A) STF; (B) STFM e (C)
STFMEz (d-frutose 5-dehidrogenase).

Neste grafico, ¢ mostrado o voltamograma ciclico (A), obtido quando a
pasta fo1 preparada com apenas STF. Pode-se verificar que nesta faixa de potencial
ndo apresenta nenhum pico de corrente, mostrando que as espécies eletroativas nio

estdo presentes.
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Quando a pasta de carbono contendo a STFM em sua composigio, foi
submetida as mesmas condigdes voltamétricas, aparecem dois picos de corrente,
um anédico e um catddico, como pode ser visto no voltamograma (B). A presenca

destes picos foi atribuida a oxidagiio e reducio do azul de meldola,

O mesmo comportamento foi observado quando a pasta de carbono é

preparada com STFMEz, como pode ser observado no voltamograma (C).

O aumento consideravel do valor de corrente de pico, observada em relagdo
a STFM, indica que houve um aumento da resisténeia 3 difusiio de elétrons,

causada pela mcorporagéio da enzima na pasta.

1.2. Estudo da quantidade de enzima na pasta

A melhor proporgdo de enzima na pasta de grafite foi obtida variando-se a
massa de enzima adicionada & pasta. Com o biossensor pronto, foram tirados
voltamogramas ciclicos ¢ medida a corrente de pico maxima. Um grafico %
enzima vs Ipa méxima foi entdo construido com esses valores. Através da Figura

20, observa-se que a proporgdo de 10% da enzima na pasta de grafite, fornece a

melhor resposta do biossensor.
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Figura 20 - Resposta do biossensor em fungdo da porcentagem de enzima, obtida
em tampdo Mcllvaine pH 4,5 a um potencial aplicado de 20 mV vs ECS e
concentracdo de frutose de 0,5 mmol L.

Para quantidades inferiores a 10 % a corrente foi baixa, provavelmente,
devido & quantidade de enzima nfo ser suficiente para reagir com todo substrato.
Para quantidades superiores a este valor, a resisténcia a difusdo dos elétrons torna-
se muito alta dificultando a transferéncia de elétrons na pasta e, conseqiientemente,

diminuindo a resposta do biossensor.

1.3. Efeito da concentragdo do eletrélito

A concentragdo do eletrélito de suporte também afeta significativamente o
comportamento eletroquimico do sensor contendo STFM, imobilizado na silica gel.
Os voltamogramas mostrando a influéncia da concentra¢dio do eletrélito estdo na

Figura 21.
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Figura 21 - Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes concentracles de
eletrélito suporte Mcllvaine. (A) 0,1 mmol L' de Na,HPO, ¢ 0,05 mmol L de
acido citrico),; (B) 0,2 mmol L' de Na,HPO, ¢ 0,1 mmol L de 4cido citrico; e ()
0,6 mmol L de Na,HPO, e 0,3 mmol L” de 4cido citrico. Velocidade de
varredura de 20 mVs™, pH 4,5.

Observa-se aumento da corrente de pico como resultado do aumento da
concentragdo do eletrdlito, que pode ser atribuido ao aumento do agente de

transporte de carga, promovendo uma compensagdo de carga do sistema.

1.4 Estabilidade do sensor

A estabilidade do sensor EPC (eletrodo de pasta da carbono) foi monitorada
através de voltametria ciclica. Pelos valores de pico anddico e catddico, Tabela 5,
pode-se afirmar que o sensor nfo sofre alteragSes nas propriedades eletroguimicas,

durante as varreduras de potencial, de 200 ciclos consecutivos.
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Tabela 5 - Dependéncia da corrente de pico para o mediador imobilizado em
funcdo do namero de ciclos voltamétricos, eletrodo de pasta de carbono.

7.6 -85
2 7.4 -8,4
16 74 -8,4
50 7.4 -8,3
160 7,3 -8,3
200 S 73 83

*Tampac Mcllvaine pH 4,5 ¢ velocidade de varredura de 20 mVs™.

1.5. Propriedades eletroquimicas do biossensor

A atividade catalitica da enzima imobilizada, para oxidacfio da frutose, foi
verificada pela corrente catalitica apresentada na resposta voltamétrica, quando o
biossensor ¢ colocado em um meio contendo frutose, como pode-se ver na Figura
22. Este comportamenio evidencia que o biossensor eletrocatalisa a reagdo

enzimatica.
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Figura 22 - Voltamograma ciclico obtido com o biossensor: (A) na auséncia ¢ (B)
na presen¢a de 10 mmol L" de frutose. Velocidade de varredura de 20 mV s, em
solugfio tampao Mcllvaine pH 4,5.

1.6. Efeito do pH

A mfluéncia da concentragfo hidrogenidnica do meio foi igualmente
estudada por voltametria ciclica, usando-se o mesmo biossensor em diferentes
condi¢des de pH. Como pode-se observar na Figura 23, o biossensor para frutose
mostra uma melhor resposta maxima em pH 4,5; valor semelhante ac encontrado

para atividade maxima da FDH solavel (Yamada et al., 1966).
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Figura 23 - Influéncia do pH na resposta do biossensor, obtida a um potencial
aplicado de 20 mV vs ECS e concentragio de frutose de 0,5 mmol L™

Para valores de pH inferiores a 3,0 ha desnaturagdo da enzima e para valores
superiores a 7,0, o biossensor torna-se inativo, provavelmente, devido ao meio

alcalino que afeta a atividade da enzima.

1.7. Tempo de resposta do biossensor

Como pode ser observade na Figura 24, o tempo de resposta foi de
aproximadamente 6 segundos, ou seja, o tempo para a corrente alcangar o maximo.
Este tempo foi muito pequenc quando comparado com o de outros biossensores

descritos na literatura (Bremle ef al., 1991), cerca de 40 segundos.
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Figura 24 - Dependéncia da resposta do biossensor em funcfio do tempo apds
adi¢do do substrato. Potencial aplicado 20 mV vs ECS, concentragio de frutose de
0,5 mmol L, em 5,0 ml de solugdo tampdo Mcllvaine pH 4,5.

Considera-se o tempo inicial como sendo aquele onde a adig@o do substrato

na cela eletroquimica ¢é iniciada e tempo final como aquele onde a corrente

faradaica do sisitema se estabiliza.

1.8. Efeito do potencial aplicado

A Figura 25 mostra a influéncia do potencial aplicade na resposta do
biossensor, observando-se que hia um maior aumento da corrente em torno do
potencial de pico, obtido através da voltametria ciclica da Figura 21, (20 mV vs
ECS); porém, com o aumento do potencial, além do potencial de pico, seria

esperado que a corrente continuasse aumentando, mas nio ¢ ¢ que se observa. Isso
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pode ser explicado por uma possivel adsorcdo do produto da reagio (5-ceto d-
frutose) na superficie do eletrodo, ja que esta possul uma carga negativa no pH
utiizado. O potencial utilizado ¢ suficientemente baixo para eliminar os
problemas de mterferentes tais como, acido ascorbico, cisteina, etc (Fung ¢ Mo,

1995) que normalmente estfo presentes em amostras, principalmente bioldgicas.
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Figura 25 - Dependéncia da resposta do biossensor para frutose em relagdo ao
potencial do eletrodo, obtido em tampdo Mclivaine pH 4,5.

1.9. Limitagdo difusional

A Figura 26 mostra o efeito da velocidade de varredura, V, na resposta
voltameétrica do azul de Meldola-EPC, com ¢ sisterna em repouso. Plotando-se a
corrente de pico anddica (Ipc) vs velocidade de varredura (V), observa-se uma
faixa linear, entre 20-100 mVs™' (caracteristicas da adsorsdo do azul de Meldola

nas particulas de silica do eletrodo).
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Uma possivel explicagiio para isso, pode estar relacionada ao fato de que ha

uma resisténcia 2 difusdo dos elétrons através da pasta de carbono.
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Figura 26 - Efeito da velocidade de varredura, V, na resposta voltamétrica, em
solucio tampdo Mcllvaine a pH 4,5 e potencial aplicado de 20 mV vs ECS.

1.10. Estudo de possiveis interferentes

O estudo de possiveis interferéncias, na proporgdo 1:1 interferentes/frutose,
ndc mostrou nenhuma influéncia significativa, com excegdo do 4cido ascorbico,
conforme ilustra a Tabela 6. Este comportamento indica que o biossensor pode ser
usado para determinacfio de frutose em amostras feais, na auséncia de grandes
quantidades de acido ascdrbico. O resultado obtido por diferentes metodologias
nio difere mais que 5 %, quando o método da adigdo padrfio ¢ usado. A
recuperagdo da frutose, usando o biossensor, foi sempre maior que 95 %, para

ambas as amostras,
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Tabela 6 - Influéncia de possiveis compostos interferentes na determinagdo de
frutose usando o biossensor baseado em azul de Meldola ¢ FDH adsorvido em
silica gel modificada com fosfato de titAnio

Interferente Quantidade de frutose  Recuperagdo (%6)*
,,,,,,,,,,,,,,,, ___encontrada (umol 1 ) R
Acido ascérbico 180 91
Etanol 194 98
(alactose 191 96
Glicose 192 97
Ribose 193 97
Sacarose 189 95
Kilose 192 97

*A quantidade de frutose adicionada foi 198 umol L. A gquantidade de
interferente foi de 200 umoil.™

A escolha dos agucares e do 4cido ascOrbico esta relacionada ao fato destes
estarem, geralmente, presentes em amostras de alimentos, ¢ a escolha do alcool

pela sua importancia na indistria sucroalcooleira.

1.11. Curva analitica

Na Figura 27 é mostrado o grafico da corrente gerada vs concentragdo de
frutose. Uma relagdio linear é observada para solugBes mais diluidas, para as mais
concentradas um desvio da linearidade € observada. Este comportamento deve-se
provavelmente & saturagdo do centro ativo da enzima. A equagdo ajustada para a
regido linear (1,0 x 10 a 7,0 x 10™ mol L") pode ser representada por Aj = 0,015
(0,006} + 0,62 (£0,01) [frutose], com um coeficiente de correlagio de 0,999. A
repetibilidade da resposta do biossensor foi excelente, com um desvio padrdo

relativo de 0,68 % para uma solucdo 0,5 mmol L™ de frutose, com n igual a 7.
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Figura 27 - Dependéncia da resposta do biossensor com a concentragio de frutose
em tampéio Mcllvaine pH 4,5. O potencial de operagdo foi 20 mV vs ECS.

Estes dados foram obtidos de experimentos amperométricos, realizados com

diferentes concentragdes de frutose.

Para obtengfio da curva analitica do biossensor nas analises de amostras
reais foi utilizada a faixa linear. Para a utilizagdo de toda a faixa de calibragiio
deve-se tomar o cuidado de efetuar uma correlagdo exponencial para a curva

analitica.

1.12. Estabilidade da pasta e do biossensor

Um importante aspecto a ser considerado é a estabilidade do biossensor e de
seus componentes. A pasta de carbono pode ser armazenada por cerca de trés

meses, mantendo a mesma atividade quando sob refrigeragdo a -15 °C. Isto € de



Capftulo IIT - Resultados e Discuss3o 71

fundamental importéncia pois permite uma maior semelhanca entre os biossensores

construidos em dias diferentes.

A estabilidade do biossensor foi muito boa permutindo seu uso para
aproximadamente 300 andlises (média de 15 amostras/dia). A Figura 28 mostra a

resposta relativa do biossensor com o tempo.

166G -

80

Resposta relativa / %

60 -

O 2 4 6 B 10 iz 14 i6 18 20 22
Tempo / dias

Figura 28 - Variagfio da resposta maxima do biossensor com o tempo Solucdo

tampéo Mcllvaine, pH 4,5; concentragio de frutose de 0,5 mmol L, e potencial
aplicado de 20mV.

Nota-se que, no primeiro dia de uso o biossensor ainda ndo atingiu 0 seu
maximo de comente, o que pode ser explicado pelo pouco tempo de
condicionamento, A partir do segundo dia até o quinto o biossensor adquire
resposta maxima; a partir do sexto dia come¢a a diminuir a sua resposta, 0 que

pode ser explicado pela possivel perda da atividade enzimatica causada pela

desnaturacio da enzima.
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1.13. Analise de amostras reais

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos na analise de frutose em amostras
reais. Os resultados sdo comparados com os valores nominais, mostrando uma boa

concordancia entre os resultados.

Tabela 7 - Comparagdo entre o biossensor com silica modificada ¢ o método
padrio para frutose

Amostra Biossensor® Métoéé ?a&ré&
Gelela — 9@9@( - o 975i (051)
Geléia 11 96,71 (0,1) 97,4+ (0,1)
Adogante $7.7+(0,1) 98,1+ (0,1)

*porcentagem em relagdo ao valor nominal contido na embalagem do produto, n=7.

2. ENZIMA IMOBILIZADA EM POLIPIRROL SOBRE ELETRODO DE
PLATINA

2.1. Caracteristicas do filme de polipirrol

O filme obtido mostrou uma coloragdo azul escura, lisa ¢ brilhante. A
incorporacgiio do ferricianeto foi verificada por voltametria ciclica. A Figura 29
mostra voltamogramas ciclicos obtidos com (A) eletrodo de Pt limpo, (B) eletrodo
de Pt com filme de Ppy dopado com ferricianeto, (C) eletrodo de Pt com filme de
Ppy ¢ enzima, sem adi¢do de substrato ¢ (D) eletrodo de Pt com filme de Ppy ¢
enzima, com adigdo de substrato. Quando o ferricianeto € incorporado ao filme de
Ppy aparece um par de picos redox ¢ aumenta a corrente capacitiva. Este aumento
pode ser atribuido & maior area superficial do eletrodo, indicando que o filme ¢
polimerizado de diferentes formas, provavelmente o filme cresce deixando

cavidades que permitem a difusio do eletrélito. Também observa-se maior
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corrente ao ser incorporada a enzima no filme de PPy, provavelmente devido ao

aumento da resisténcia causada pela incorporagdo da enzima.

2.5

20 -

1.5 =

E/V vs ECS

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos obtidos com (A) eletrodo de Pt limpo, (B)
eletrodo de Pt com filme de PPy dopado com ferricianeto de sadio, (C) eletrodo de
Pt com filme de Ppy dopado com HCF e enzima, sem adigiio de substrato e (D)
cletrodo de Pt com filme de Ppy e enzima, com adi¢io de substrato, 10 mmolL™".
Tampio Mcllvame pH 4.5; 20 mVs'.

Os picos redox observados no voltamograma com potencial médio de 217

mV vs ECS, sio atribuidos ao par Fe(II)/Fe(ll) do hexacianoferrato.

Nota-se ainda, pela diferenca dos picos anodicos 10s voltamogramas (C) ¢
(D), que o biossensor responde a variagio de concentragio de frutose,

evidenciando a catalise da reagdo enzimafica.
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2.2. Estabilidade do sensor

A estabilidade do sensor (eletrodo de Pt dopado com hexacianoferrato) foi
monitorada através de voltametria ciclica. Pods-se notar pelos valores de pico
anédico e catddico, Tabela 8, que o sensor ndo sofre alterag8es nas propriedades

eletroquimicas, durante as varreduras de potencial por 200 ciclos consecutivos.

Tabela 8 - Dependéncia da corrente de pico em funcio do numerc de ciclos
voltamétricos, eletrodo de Pt.

Numero do ciclo* — Ipa(pd) Ipe (nA)
16,6 -12.2
2 16,3 -12,0
10 16,3 -12,0
50 16,2 -11,9
106 16,1 -11,9

*Tampéac Mcllvaine pH 4,5 e velocidade de varredura de 20 mvVs'’,

2.3. Efeito do pH

A influéncia do pH na resposta do biossensor ¢ mostrada na Figura 30, onde
observa-se que a melhor resposta ocorre em pH 4,5; pH otimo para a atividade
enzimética da enzima em solugfo. Para valores menores que 3,0 e maiores que 7,0

o biossensor torna-se inativo, provavelmente devido a desnaturagéc da enzima.
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Figura 30 - Influéncia do pH na resposta do biossensor, obtida a um potencial
aplicado de 250 mV vs ECS e concentragio de frutose de 0,5 mmol Lt

2.4. Influéncia do potencial aplicado

A Figura 31 mostra a influéncia do potencial aplicado. Observa-se que ha
um maior aumento da corrente em torno do potencial de pico, conforme mostrado
na Figura 29 (250 mV vs ECS), indicando que o potencial aplicado afeta

significativamente a sensibilidade da resposta do biossensor.
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0.5

Figura 31 - Dependéncia da resposta do biossensor para frutose em relagdo ao
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potencial aplicade, obtido em tamp&o Mcllvaine pH 4,5.

2.5. Tempo de resposta do biossensor

A Figura 32 mostra a dependéncia da corrente de pico anddico em relagdo
ao tempo, apos a adigiio do substrato. A corrente comega a surgir poucos segundos
apbs a adigdo do substrato e alcanca 95% do nivel de corrente de estado
estacionario em 8 segundos. Este tempo é bem inferior aos biossensores citados na

literatura que estdio entre 40 a 60 s (Matsumoto ef g/, 1986 Matsumoto e/ al.,

1988).
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Figura 32 - Dependéncia da resposta do biossensor com o tempo apés adigdo do
substrato. O potencial aplicado foi 250 mV vs ECS e concentragdo de frutose de
0,5 mmol L, em 5,0 ml de solugéio tampdo Mcllvaine pH 4,5 ¢ 20 mVs'.

2.6. Limitac8o difusional

A correlagiio linear entre a corrente de pico ¢ a velocidade de varredura,

observada na Figura 33, indica que o mediador esta fortemente aderido a superficie

do eletrodo, o que dificulta sua lixivia¢do e facilita a difusdo dos elétrons. Esta

caracteristica é de fundamental importincia na construgdo de um biossensor, uma

vez que as espécies eletroativas estdo fortemente aderidas a superficie do eletrodo,

h4 maior permanéncia do mediador de elétrons no filme, dificultando assim sua

lixiviac#o.
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Figura 33 - Efeito da velocidade de varredura, V, em fungdo da densidade de
corrente de pico catédico, na resposta da voltametria ciclica, em solugdo tampéo

Mcllvaine a pH 4,5 e potencial aplicado de 250 mV vs ECS.

2.7. Estudo de possiveis interferentes

O estudo da possivel interferéncia foi realizado na presenga de quantidades

iguais de interferente e substrato.

observada, como pode ser visto através da Tabela 9.

Nenhuma interferéncia significativa foi
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Tabela 9 - Influéncia de compostos interferentes na determinag8o de frutose usando

o biossensor baseado em hexacianoferrato ¢ FDH imobilizado diretamente no filme
de polipirrol.

Interferente Quantidade de frutose  Recuperacio (%%)*

... cncomtrada(umoll")
Acido ascérbico 182 92
Etanol 195 98
Glicose 193 97
Sacarose i88 95

*A quantidade de frutose adicionada foi 198 pmol L. A quantidade de
interferente foi de 200 pmolL".

2.8. Curva analitica

A Figura 34, mostra a curva analitica apresentando resposta linear na faixa
de 0,1 - 0,8 mmoL L do substrato, com desvio da linearidade para concentragdes
maiores. Assim, COmo no ¢aso anterior, este fato evidencia uma provavel saturagdo
do centro ativo da enzima. A equago ajustada para a regidio linear (1,0 x 10™ 2 8,0
x 10™ mol L) pode ser representada por j = 0,032 (£0,013) + 1,542 (10,029)
[frutose], com coeficiente de correlagHo de 0,9989. A repetibilidade da resposta do
biossensor foi considerada excelente. O desvio padrio relativo para uma solugdo

0,5 mmol L™ de frutose e ntimero de replicatas, n=7, foi de 0,93 %.
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Figura 34 - Dependéncia da resposta do biossensor com a concentragio de frutose

em talmpéc Mcllvaine pH 4,5. O potencial de operacio foi 250 mV vs ECS ¢ 20
mVs ',

2.9, Estabilidade do biossensor

A estabilidade do biossensor foi muito boa permitindo seu uso para
aproximadamente 100 andlises {com média de 15 analises/dia). A Figura 35

mostra a resposta relativa do biossensor com o tempo.
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Figura 35 - Variacdo da resposta relativa do biossensor com o tempo. Solugdo

tampdo Mcllvaine, pH 4,5; e potencial aplicado de 250mV vs ECS.

A simplicidade, bom desempenho ¢ boa estabilidade do biossensor mostra

que o mesmo pode ser usado para andlise de frutose em amostra real, com a

vantagem de ndo ser necessario tratamento prévio das amostras.

2.10. Analise de amostras reais

A Tabela 10, mostra os resultados obtidos na analise de frutose em amosiras

reais. Os resultados sdo comparados com os obtidos pelo método padrio,

mostrando uma boa concordancia entre os resultados.
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Tabela 10 - Comparacg8o enire o biossensor Ppy e 0 método padréio

Amostra Biossensor™* Meétodo padrio
Geléia 95,81 (0,1) 97,5+ (0,1
Geléia 11 95,7£(0,1) 97,4+ (0,1)
Adogante 968t (01  981x@D

*porcentagem em relacdo aos wvalores nominais confidos na embalagem dos

produtos.

3. ENZIMA IMOBILIZADA EM GLUTARALDEIDO, SOBRE ELETRODO DE
PLATINA MODIFICADO COM FILME DE POLIPIRROL.

3.1. Propriedades eletroquimicas do biossensor

Neste caso, a incorporacdo do mediador de elétrons, ferricianeto, foi
também verificada, através de voltametria ciclica. A Figura 36 mostra
voltamogramas ciclicos obtidos com (A) apenas o eletrodo base de Pt; (B) eletrodo
de Pt com filme de PPy dopado com mediador ferricianeto; (C) eletrodo com filme

de PPy e glutaraldeido, biossensor e (D) biossensor na presenca de substrato.

E observado um aumento consideravel da corrente capacitiva no
voltamograma (B); 1sso acontece, provavelmente, devido ao aumento da resisténcia

causada pela dupla camada PPy/glutaraldeido.

Pode-se constatar, através dos voltamogramas (C) e (D), a eletrocatalise da

reacfo enzimatica.
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Figura 36 - Voltamogramas ciclicos obtidos com (A) eletrodo de Pt limpo, (B)
cletrodo de Pt com filme de Ppy dopado com ferricianeto de sodio, (C) eletrodo de
Pt com filme de Ppy e glutaraldeido, biossensor, sem adigio de substrato e (D)
bioss?nsor com adigdio de substrato, 10 mmoll}. Tampio Mclivaine pH 4,5; 20
mvs .

3.2. Efeito do pH

De uma maneira analoga aos estudos da influéncia do pH realizados para 0s
biossensores anteriores, pode-se concluir que o melhor pH a ser utilizado ¢ o pH
6timo da enzima, que € 4,5, como pode ser observado pela Figura 37. Para valores
inferiores a 3,0 e superiores a 7,0 o biossensor tornou-se inativo, mais uma vez,

provavelmente devido a desnaturagdo da enzima.
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Figura 37 - Influéncia do pH na resposta do biossensor, obtida a um potencial
aplicado de 230 mV vs ECS e concentragfo de frutose de 0,5 mmol L7

3.3. Influéncia do potencial aplicado

A sensibilidade do sensor ao potencial aplicado € mostrada na Figura 38 ¢
como nos biossensores anteriores, ¢ observada pelo maior aumento da corrente de

pico catodico em torno do potencial de pico.
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Figura 38 - Dependéncia da resposta do biossensor para frutose em relagdo ao
potencial do eletrodo, obtido em tampéo Mcilvaine pH 4,5 ¢ 20 mvs™.

3.4. Tempo de resposta do biossensor

Pela Figura 39 observa-se que o tempo de resposta para este biossensor foi
de aproximadamente 15 segundos, duas vezes maior que o tempo de resposta do
biossensor anterior, provavelmente devido a resisténcia causada pelas duas
camadas de filme de PPy e glutaraldeido, aumentando o tempo necessario a difuséo

das espécies até a superficie do sensor base.
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Figura 39 - Dependéncia da resposta do biossensor com o tempo apés adigéo do
substrato. O potencial aplicado foi 230 mV vs ECS e concentragdo de frutose de
0,5 mmol L' em 5,0mlde solugdo tampédo Mcllvaine pH 4,5 ¢ 20 mVs' vs ECS.

3.5, Limitacdo difusional

A Figura 40 mostra o efeito da velocidade de varredura na resposta do
biossensor. O desvio da linearidade poderia, indicar que a espécie eletroativa ndo
estaria fortemente aderida 3 superficie do eletrodo, porém nio foram observadas

grandes variacOes na estabilidade do biossensor com o tempo.

Uma provavel explicagfio para este comportamento esté relacionada ao fato
de haver uma dupla resisténcia a difusdo dos elétrons através das duas camadas de
filme, uma de PPy e outra de glutaraldeido.
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Figura 40 - Efeito da velocidade de varredura, V, em fungdo da densidade de
corrente de pico catodico, na resposta da voltametria ciclica, em solugfo tampéo
Mcllvaine a pH 4,5 e potencial aplicado de 230 mV vs ECS.

3.6. Estudo de possiveis interferentes

O estudo de possiveis interferentes mostra que também para este biossensor,
o acido ascorbico é o mmais importante, apresentando a menor porcentagem de
recuperagio, quando comparado aos outros interferentes estudados. A Tabela 11

mostra os resultados obtidos com: este biossensor.
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Tabela 11- Influéncia de possiveis interferentes na determinacio de frutose usando

o biossensor com filme de PPy dopado com hexacianoferrato ¢ FDH imobilizada
em glutaraldeido.

Interferente Quantidade de frutose  Recuperagio (%0)*
__  encomtrada(umoll’)
Acido ascorbico 183 92
Etanol 191 96
(Glcose 192 97
Sacarose 188 05

¥ A quantidade de frutose adicionada foi 198 pmol L. A quantidade de
interferente foi de 200 wmolL™",

Estes resultados indicam que o biossensor pode ser usado para determinagdo

de frutose em amosiras reais.

3.7. Curva analitica

Na Figura 41 apresenta a curva analitica obtida para este biossensor. No
comego uma relagdo linear ¢ observada e para uma faixa mais concentrada ocorre
um desvio desta linearidade. Este comportamento é provavelmente provocado,
como nos demais casos vistos, pela saturagdo do centro ativo da enzima. A
equagdo ajustada para a regido linear (1,0 x 10 2 8.0 x 10 mol L) pode ser
representada por j = -0,0169 (£0,0087) + 1,723 (£0,0194) [frutose], com um
coeficiente de correlagio de 60,9996, A repetibilidade da resposta do biossensor foi

6tima com um desvio padrdo relativo de 0,78 %, quando utilizada uma solugfo 0,5

mmol L de frutoseen=7.
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Figura 41 - Dependéncia da resposta do biossensor com a concentragdo de frutose
em tampdo Mcllvaine pH 4,5. O potencial de operagdo foi 230 mV vs ECS e 20
mvs".

3 & Estabilidade do biossensor

Quando guardado sob refrigeragdo (+4°C), a estabilidade do biossensor ¢

boa, permitindo seu uso para aproximadamente 200 medidas (aproximadamente 15

analises/dia} ou duas semanas.

Como pode ser observado pela Figura 42, o biossensor construido com
enzima imobilizada em glutaraldeido nfo sofreu grande varia¢io de estabilidade,
com o decorrer do tempo. Isso pode ser atribuido ao uso do glutaraldeido que

protege a enzima dentro de uma rede polimérica.
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Figura 42 - Variagdo da resposta relativa do biossensor com o tempo. Solugdo
tamp#o Mcllvaine, pH 4,5, ¢ potencial aplicado de 230 mV vs ECS.

3.9, Analise de amostras reais

O biossensor foi usado para determinar frutose em amostras de adogante e
geléias de fruta, sem fratamento prévio. Os resultados obtidos por diferentes
métodos, Tabela 12, ndo apresentam diferengas maiores que 5 %, guando

comparados com os valores nominais.

Tabela 12 - Comparagdo entre o biossensor Ppy/glutaraldeido e o método padrio.

Amostra Biossensor* Método padrio
Geléia 1 95,61 (0,1) 97,5+ (0,1)
Geléia I 95,9+ (0,2) 97,4+ (0,1)
Adogante e OEQL) 98,1£(0.1)

*porcentagemn em relaglo aos valores nominais contidos na embalagem dos
produtos, n=7.
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A recuperaciio da frutose, usando o biossensor, foi sempre maior que 95 %%,

para todas as amostras.



CAPITULO 1V
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CONCLUSOES

A Tabela 13 agrupa os principais pardmetros analiticos obtidos com 0s trés

tipos de biossensores construidos.

Tabela 13 - Comparagdo entre os diversos tipos de imobilizagdo estudados

. silica PPy Gluraldeido
pH étimo 4,5 4,5 4,5

E aplicado, mV 20 250 230
Tempo de resposta, § 6 8 15

Faixa linear, mmol L” 0,1-0,7 0,1-0,8 0,1-038
Vida atil 3 semanas (300)* 1 semana (100) 2 semanas (200)
Desvio padrao, % 0,67 093 078

*(mamero de analises realizadas com ¢ mesmo biossensor)

Pelos dados, pode-se admitir que o biossensor construido com silica
modificada, como suporte enzimitico, apresentou desempenho ligeiramente
superior aos demais. Entretanto, os demais seriam mais vantajosos em relagdo a

uma miniaturizacdo e construgdo de multi-eletrodos.

O potencial de 20 mV vs ECS usado nas medidas amperométricas, para ©
biossensor construido com silica, é adequado para sistemas enzimaticos, pois
potenciais baixos amenizam os efeitos de interferéncias provenientes da oxidagao

de compostos como ascorbato € uriato, entre outros.

Para o caso dos biossensores construidos utilizando-se filme de polipirrol,
ressalta-se que os potenciais para as medidas amperométricas foram fixados no
potencial de pico, pois potenciais maiores podem levar a perda das propriedades
eletroquimicas do filme de polipirrol, alta rugosidade e baixa aderéncia, enquanto

potenciais menores, promovem a formacdo de filme com baixa qualidade
{Schenoff, 1992}
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Para o biossensor utilizando a imobilizagio da enzima em glutaraldeido, a
maior eficiéncia pode ser atribuida ao uso do reagente bifuncional, que aumenta a
vida 1til do biossensor guando comparadoe ao com imobilizagdo direta no filme de

PPy, pois mantém a enzima protegida numa estrutura polimérica.

A presenga de albumina ajuda também a proteger a enzima, pelo maior
contetido protéico envolvido, melhorando sua sensibilidade e seletividade. Porem,

aumenta o tempo de resposta, devido a maior resisténcia causada pela introdugiio

de mais uma camada de filme.

Os procedimentos utilizados sdo extremamente simples, podendo ser
empregados com vantagens, principalmente, em situages onde ha 2 necessidade de

se analisar um grande niunero de amostras em Curto intervalo de tempo.

Outra vantagem dos sistemas estudados reside no emprego de pequenos
volumes de amostras, diferentemente dos métodos colorimétricos tradicionais, que

exigem volumes bem superiores, cerca de 500 plL.

Também vale a pena ressaltar a relagdo custo/beneficio, j4 que com a
enzima imobilizada é possivel a andlise de um grande numero de amosias

utilizando-se apenas uma pequena quantidade de enzima.

Estes biossensores poderdo ser usados com Sucesso em sistemas de fluxo,
eliminando a interferéncia do acido ascorbico com relativa facilidade, ja que em

relagdo aos biossensores para frutose apresentados na literatura, possui um tempo

de resposta relativamente menor.

Pode-se prever um sensivel aumento das aplicagbes clinicas utilizando
biossensores, como também um aumento na utilizagdo destes em controle de bio-
processos. QOutra drea em que se espera um grande aumento € aquela envolvendo o

uso de sensores multi-enzimaticos sobre arranjos de microeletrodos.
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PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos com os trés biossensores, permifem prever ouiras

possibilidades de frabalho, tais como:

v Utilizacgo do sistema silica gel modificada com TiQ; para imobilizar diversos
tipos de mediadores de interesse na construg@o de biossensores, como azul de

metileno, entre outros.
Construcfo de biossensores miniaturizados.
Analise de frutose em produtos da inddstria sucroalcooleira,

v’ Imobilizagio da enzima juntamente com o mediador, durante a polimerizagéo

do filme de polipirrol.

v" Utilizacio da enzima ascorbato oxidase em sistema de analise em fluxo,

visando a eliminagio da interferéncia causada pelo acido ascorbico.

v' Utilizagdo de sistema FIA, com biossensores construidos com frutose
dehidrogenase e glicose oxidase para analise simultdnea de frutose e glicose,

sobretudo em produtos dietéticos.
¥ Calculo das constantes de velocidade para o sistema

v' Aplicagio do biossensor em monitoramento continuo de processos

biotecnolégicos.
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A new amperometric biosensor for fructose using a carbon paste
electrode modified with silica gel coated with Meldola’s Blue and
fructose 5-dehydrogenase
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Abstract

A carbon paste modified with silica gel coated with Meldola's Blue and fructose 5-dehydrogenase was used 1o construct a new
higsensor for fructose. An efficient electron transfer mediation from the reduced enzyme (o the carbon paste clectrode was verified, at a

low applied potential of 20mV vs. SCE, where interfering reactions are minimized. A linear response range for G.1 to 0.8 mmol!

fruciose was adjusted by the eguation [ = 0.0150(+0.006} + 0.618(+0.011) ifructose], with a correlation coefficient of $.999 and an 1sd
of 0.68% for n = 7. The biosensor was used to determine fructose in sweets and fruit jellies and the results present good recovery, higher
than 96% in both cases. A stable response is observed over two months, when stored in a refrigerator, or for 306 measurements in

continucus use.

Keywords: Biosensors;, Fructose; Meldola's Blue mediator; Modified siica gel; Fructose 5-dehydrogenase

1. Introduction

Nowadays, the necessity for determination of sugar in
food and biological fluids for quality control and disease
diagnostics, such as in diabetes, has received much atten-
tion in clinical and industrial analysis [1,2]. Several meth-
ods for glucose and fructose determination have been
developed in recent years [3,4]. Analytical techniques such
as titration {5}, polarimetry [6], gas—liquid chromatography
[7.8], spectrophotometry [9,10], enzymatic analysis {11],
NMR spectrometry [12]. fluorimetry [13] and electrochem-
istry [14-18] have been described in the literamre for
determination of sugars in food and blood. However,
various studies are being carried out to obtain faster and
more selective methods for monitoring sugar species in
sit [19].

A great number of biosensors have been devejoped for
clinical and food analysis [20,21]. However, few papers
concerning a fructose sensor have been published, al-
though this sugar is frequently used as a dietetic sweetener.
Presumably, this is related to the need 1o use three kinds of
enzyme {(hexokynase, EC 2.7.1.1, phosphoglucose iso-

" Corresponding author.

merase, EC 5.1.3.9 and glucose-6-phosphate dehydroge-
nase, EC 1.1.1.49) plus two co-enzymes (ATP and NADFP),
which increase the cost and complexity of the analysis
[22].

Yamada et al. [23] discovered the enzyme D-fructose
5-dehydrogenase (FDH, EC 1.1.99.11) some years ago,
and confirmed that the enzyme catalyzes the oxidation of
D-fructose to S-ceto-bB-fructose. Recently, Prado and
Sampietro [24] described the purification and properties of
p-fructose 5-dehydrogenase from Gluconobacter Indus-
trius. They verified the possibility of its use in the quanti-
tative determination of D-fructose. The reaction catalyzed
by the enzyme can be represented as

p-fructose + aceeptor{ ox)

FDH
— S-ceto-D-fructose + acceptor{red)

Several acceptors can be used in this reaction in the same
way as for glucose oxidase. Thus, acceptors such as fer-
rocene [25], quinone [26]. phenoxazine [27] can be used to
construct a biosensor. However, in the majority of the
works, the mediators are not stable and are leached from
the support. The surfaces of these electrodes need to be
renewed after some measurements. So, the immobilization
procedure is very important o ¢btain an efficient and

00220728 /96 /315.00 Copyright © 1996 Eisevier Science $.A. All rights reserved.
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stable electrode. Although the mobility of the mediator is
low when it is chemically immobilized, the stability is
high. Thus, when a chemically immobitized mediator pre-
sents & good charge wransfer between the enzyme and the
electrode, it can be very interesting io develop a biosensor.

In previous work, we reported a modified carbon paste
electrode on which Meldola’s Blue was immobilized on
silica gel coated with titanium phosphate {28} This elec-
trode may be used for the development of an amperometric
biosensor for fructose. The low redox potential of this
mediator is very important (0 avoid interferences, such as
from ascorbic acid, cysteine, ete. [29,30], and the stability
of the immobilized mediator yields biosensors with a long
tifetime, This work describes the development and perfor-
mance of a biosensor for frucfose using an electrode of
carbon paste modified with silica gel coated with Meldola’s
Blue and fructose 5-dehydrogenase.

2. Experimental

The procedure for grafting titanium{IV) oxide onto a
silica gel surface was described in a previous work [31].
Silica gel (Fiuka) having a specific area of 500m? g7, an
average pore diameter of & nm and a particle size between
0.025 and 0.2mm, previously activated at 150°C for 4h
under vacuum (1077 Torr), was used in this work. The
amount of titanium was determined by gravimeiric analy-
sis after being leached from the silica surface with hot
concentrated HCI solution. This material will be denoted
ST in the following.

Phosphate was grafted onto the ST surface by adding
20 g of this material to 200ml of an aqueous H,PQG,
solution (0.1 mol1™ ') and the mixture was shaken for 8h.
The solid was washed and filtered with demineralized
water in a sintered glass funnel. The solid obtained was
dried on a vacuum line at 80°C. The amount of phosphate
grafted onto ST was determined by spectrophotometry.
This material will be denoted STP in the following.

The immobilization of Meldola's Blue was carried out
by immersing about 2g of STP in 20ml of 0.5% (m/v)
aqueous dye solution. The mixture was shaken for 10min
and the solid was filtered, washed and dried under vacuum
at Toom temperature. The guantity of immobilized media-
tor was determined by elemental analysis. This material
will be dencted STPM in the following.

The electronic spectra of soluble Meldola’s Blue and of
that adsorbed on an STP surface were obtained by making
a suspension of STPM in carbon tetrachloride in a I mm
optical cell. The spectrum was recorded from 400 up to
800 nm on a Cary 2300 spectrophotometer. Carbon tetra-
chloride was used in this case because is refractive index
is very similar to that of sitica [32].

The electrnde was prepared by mixing 100mg of
graphite {Fluka), 100 mg of STPM, 20 mg of FDH (Sigma)
and some drops of mineral oil, and this mixture was

homogenized. About Smg of this paste was put into the
cavity of a platinum electrode fixed at 1 mm depth in 2
glass tube extremity with 4mm internal diameter. The
biosensor was stored in a Mcllvaine buffer (pH 4.5) at
5°C.

A saturated calomel electrode (SCE) was used as the
reference electrode and a platinum wire as the auxiliary
electrode. All measurements were carried out in a PG-
STATZ0 potentiostat from EHcho Chemie after deaeration
with pure nitrogen for 10min. The volume used in the
measurements was 5ml of Mcllvaine buffer (pH 4.5}, The
fixed potential to make the amperometric measurements
was 25mV vs. SCE, except when modified to verify the
potential effect on biosensor response.

The samples were prepared by dissolving about 0.5 g of
the sweet or Ig of the friit jelly in 25.00mi of twice
distilled warer. Then, 50 il of this solution was added w0
the cell containing 5mi of measurement buffer.

3, Results and discussion
3.4, Preparation and characteristics of the modified silica

The specific surface area of the silica coated with
titanium(IV} oxide decreases from 500 1o 420m* g™ ', as
determined by the BET method. This decrease was as-
signed 1o the coalescence of some pores and /or blocking
of some of the smaller pores during the coating reaction
{33]. The amount of titanium coated on the silica surface
was similar to other preparations [31], e, LOmmolg™'.
The reaction between titanium tetrachloride and silancl
groups and the hydrolysis of chloride ions were described
in earlier work [31]. In the second siep, the phosphate
reacts with the hydrated titantum oxide on the silica sur-
face as described by Kubota et al. [28]. The resuliing
material was denoted STP. The amount of phosphorus,
determined by spectrophotometry, was 0.136mmolg™’.
This value indicates that not all the titanium atoms react
with phosphate, presumably due to the steric hindrance of
the titaniums in the smaller pores.

Meldola’s Blue was adsorbed onto this material and the
quantity of dve on STP, determined by elemental analysis,
was 68 umolg™'. The electronic spectra of Meldola’s
Blue dissolved in solution and adsorbed on STP were
similar, but a shift of the maximum of absorption from
525nm towards 575 nm was observed. This behavior indi-
cates that there is significant interaction between phos-
phate groups and the dye (Fig. 1).

3.2. Electrochemical properties

The redox couple of the Meldola’s Blue adsorbed on
STP was described in an earlier paper [28], showing 2
midpoint potential of —25mV vs. SCE. Fig. 2 presents the
cyclic voltammograms of the carbon paste electrodes mod-
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Fig, 1. Yisible spectra obtained for Meldola’s Blue {A) dissolved and (B)
adsorhed on STP.

ified with {A) STPM and (B) STPM plus FDH, obtained in
Mchivaine buffer. The midpoint potential was ~ 30 mV vs.
SCE, showing that the buffer causes a shift of the midpoint
potential. FDH did not influence the electrochemical be-
havior of the Meldola’s Blue adsorbed on STP, but 2
higher current was observed, indicating that the enzyme
increases the resistance and/or permits an easier diffusion
of the ions into the paste. This behavior can be explained
by the diffasion facility of the ions into the paste. i.e. when
the enzyme is added to make a paste it becomes easier for
the ions to diffuse through the paste, increasing the electro-
chemical rugosity. However, the major contributions shouid
be assigned o the higher rugosity of the biosensor caused
by the enzyme. The experiment carried out to check this
behavior showed that the capacity current increased 25
times when the enzyme was added. This behavior suggests
that the effective electrode area is increased when the
enzyme is added.
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Fig. 2. Cyclic voltammogram obtained with the carbon paste electrode at
20mV s !, in Mellvaine buffer at pH 4.5 solution of (A) STPM and (B)
STPM +enzyme (fructose S-dehydrogenase}.
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Fig. 3. Cyelic voltaramogram obtained with the biosensor at 20mVs ™/,
in Mcllvaine buffer at pH 4.5, (A} without fructose and (B} with
10mmoll™ ! fraciose.

The properties of the enzyme and mediator to electro-
oxidize fructose ¢an be cbserved in Fig. 3. This behavior is
evidence that the biosensor is sensing the electrocatalyses
of the enzymatic reaction. The observed current is not
high, but it is enough to use the biosensor in direct
determinations. Fig. 4 shows that the best composition of
the biosensor has 10% enzyme added to the paste. Al
tower quantities of enzyme the current was low, probably
because the amount of enzyme is not enough to react with
all the substrate. For more than 10%, the resistance be-
came very high, making the elecron transfer in the paste
difficult and so decreasing the response.

The influence of pH on the biosensor response is pre-
sented in Fig. 5. The best range of pH was similar to that
observed for the best activity of FDH [23]. For pH lower
than 3 and higher than 7 the biosensor became inactive,
presumably due to enzyme denaturation.

23

2.0+

A fpAom?

13 7 T T T T T
50 78 108 125 15.0 175 200

% of enzyme in the paste

Fig. 4. Effect of enzyme percentage op amperometric biosensor response,
in Mcilvaine buffer a1 pH 4.5 at an applied polential of 20mV vs. SCE
and a fructose concentration of C.5mmoll *,
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b Fig, 5. The influence of solution pH on biosensor response. obtained at an
apphied potential of 20mV vs. SCE and a fruciose concentration of

0.5mmoll ™!,
]

) Fig. 6 shows calibrations curves obtained with different
japptied potentials, suggesting that the applied potential
affects the sensitivity of the biosensor response signifi-
’canﬁ}-'. An important peint that should be considered in
hihis case is the low applied potential {(20mV vs. SCE}
neaded 1o obtain greal sensitivity of the biosenscer. This
potential is low enough to eliminate interference problems,
) such as from ascorbic acid, urate, cystein, etc. [30,34].
The response time, i.e. the time for the current to reach
the maximum, was very low compared with other biosen-
sors described in the lterature [29), about 6s, as can be
j seen in Fig. 7.

'3.3. Fructose sensing

In Fig. 8 the current versus fructose concentration is
plotted. At the beginning a linear relation is observed, and
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Fig. 6. The dependence of the response of the fructose biusensor on
electrode potential, obtained in Mclivaine buffer at pH 4.5. (A} —40mV,
(B} 20mV and {C} B0mV vs. SCE.
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Fig. 7. Dependence of the biosensor response with time after addition of
the subsirate. The applied potential was 20mV vs. SCE and the fructose
concenration was 0.5 mmoll™ ', in 5.0m} of Mcllvaine buffer at pH 4.5,

for a more concentraied range a deviation from linearity is
verified. This behavior is probably due to saturation of the
active center of the enzyme. The equation adjusted for the
linear region (1.0 X 107% up to 7.0 X 107 *moll™ ") can
be represented by J= 001520006+ 0.618(£0.011)
Ifructose], with a correlation coefficient of (.999. The
reproductibility of the biosensor response was excelient,
obtaining an rsd of 0.68% for 0.5mmoll™ ! fructose with
7w,

Interferences were checked in the presence of equal
quantities of the interferent and substrate, but no signifi-
cant influence was observed except for ascorbic acid,
which showed an interference of 10%, as can be verified
from the results of Table 1. This behavior indicates that the
biosensor can be used in fructose determination in real
samples which do not have ascorbic acid present. The
biosensor was used to determine fructose jn sweets and
fruit jelly samgles without prior treatment. The results
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Fig. 8. Dependence of the biosensor respense on fructose concentration in
Mellvaine buffer at pH 4.5, The operating potential was 20mV vs. SCE,
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Table |

influence of merfering compounds on fructose delermination using the
bigsensor hased on Meldola's Blue and fruciose S-dehydrogenase coated
on silica gel modified with titanium phosphate. The guantities of interfer-
ent were 200 zmall™!

Interferent Quantity of fructose Recovery/
found /umol 17° o
Ascorbic acid 180 g1
Ethanol 194 98
Galactose 191 21
Glucose 92 g7
Ribose 193 96
Sucrese i%9 S8
Hylose 192 7

* The amount of fructose added was 198 pmoil ™.

chbiained by different methods do not differ by more than
5% when the standard addition method was used. The
recovery of the fructose by the biosensor was always
higher than 96%. for either sample.

The stability of the biosensor was very good. allowing
continuous use for at least 300 measurements, or for up to
two months, when stored in a refrigerator.

4. Conclusions

The simplicity, low applied potential, high stability and
good performance of this biosensor show a great poiential
for use in fructose determination. However, some studies
to eliminate the ascorbic acid inferference should be car-
ried out to obtain the ideal semsor for fructose, perhaps
using the enzyme ascobate oxidase. This biosensor could
be used with success in a flow system, eliminating the
ascorbic acid interference with relative ease. The great
efficiency may be attributed to the modified silica and
enzyme to improve the stability and selecuvity, at a low
applied potential, although the electron shuttle between
enzyme and electrode may be decreased. The high surface
area of the silica contributes to minimizing this effect,
keeping a good sensitivity.
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