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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver procedimentos analiticos baseados na
analise por injecao em fluxo (FIA) e na especificidade de diferentes enzimas para a
determinacdo de glicose, acido ascérbico e acido Urico em diferentes matrizes
usando a deteccdo amperométrica diferencial com eletrodos modificados. A primeira
pesquisa deste trabalho consistiu na determinacdo dos teores de glicose em
amostras de mel, agua de coco e forrageira. A glicose foi determinada usando
sistema FIA e reator tubular com a enzima glicose oxidase (Gox) imobilizada sobre a
resina Amberlite IRA-743. Um eletrodo de ouro modificado com platina ou com
platina/paladio, um eletrodo de Ag/AgClisay € uma agulha de ago inoxidavel foram
utilizados como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. O
método indireto baseou-se na deteccdo em potencial de + 0,60 V do peroxido de
hidrogénio (H»O;) gerado pela oxidagdo da glicose pela enzima. O método
apresentou uma resposta linear na faixa de 52 a 200 umol L7*, limites de
quantificacdo e deteccdo de 25,9 pmol L™ e 8,54 umol L™, respectivamente. As
concentracfes de glicose nas amostras variaram de 27,7 a 32,8 % (m/m), de 19,1 a
357 g L' e de 101 a 191 mg g* para mel, 4gua de coco e forrageiras,
respectivamente. Em outro estudo foi desenvolvido um método amperométrico em
fluxo para a determinacéo dos teores de acido ascorbico (AA) em amostras de mel e
suco usando um reator tubular com a enzima ascorbato oxidase imobilizada sobre a
resina Amberlite IRA-743, a instrumentacdo utilizada foi similar a anterior, porém
substituindo o eletrodo de trabalho por ouro modificado com paladio (potencial de
+0,60 V). O método apresentou resposta linear na faixa de trabalho de 10 a 250
umol L™, limites de quantificacéo e deteccéo de 0,047 pmol L™ e 0,014 pmol L™,
respectivamente. As concentracdes do analito nas amostras variaram de 1,5 a 6,2
mg (100 g)* e de 0,06 a 0,15 g L * para mel e suco, respectivamente. Também foi
estudada a possibilidade de trabalhar com a enzima ascorbato oxidase obtida do
pepino, sendo os resultados obtidos equivalentes aos encontrados com a enzima
comercial. O ultimo estudo avaliou os teores de acido Urico (AU) em amostras de
urina usando a enzima uricase e eletrodo de ouro modificado com paladio e acetato
de celulose. O método indireto baseou-se na deteccdo do H,O,, em potencial de +
0,60 V, gerado pela oxidacdo do AU pela enzima uricase. O método apresentou

resposta linear na faixa de trabalho entre 5 e 50 pmol L™, limites de quantificacéo e



deteccdo de 3,32 pmol L™ e 1,05 pmol L™, respectivamente. As concentracdes do
analito nas amostras variaram de 287 a 477 mg L. Em todos os estudos os
resultados foram comparados com os obtidos por métodos padrbes, apresentando
um bom grau de correlagao.

Palavras 'chave,: Glicose Oxidase, Glicose, Ascorbato Oxidase, Acido Ascérbico,
Uricase, Acido Urico.



ABSTRACT

The work aimed to develop of analytical procedures based on flow-injection analysis
(FIA) system enzymatic reactions and in the specific of different enzymes, in
determination of (glucose, ascorbic acid and uric acid) in different samples using
amperometric detection with modified electrodes. In the first research of the work
consisted of determining the levels of glucose in samples of honey, coconut water
and forage. The glucose was determined using a FIA and tubular reactor with
glucose oxidase (Gox) enzyme immobilized on Amberlite IRA-743 resin. A gold
electrode modified with platinum or with palladium / platinum, an AgQ/AgClsa
electrode and a stainless steel tube were employed as working, reference and
auxiliary electrodes, respectively. The indirect method was based on the detection
potential of + 0.60 V of the hydrogen peroxide (H.O;) generated in the oxidation of
glucose by the enzyme. The method showed wide linear dynamic range (52-200
umol L™), quantification and detection limits of 25.9 pymol L™* and 8.54 pmol L™,
respectively. The concentrations found in the analyzed samples were in the range of
27.7-32.8% (m/m), 19.1-35.7 g L™ and 101-191 mg g™ of glucose for honey, coconut
water and forage, respectively. In another study was development a method, to
determine the levels of ascorbic acid (AA) in samples of honey and juice using a
tubular reactor with the enzyme ascorbate oxidase immobilized on Amberlite IRA-743
resin, instrumentation used was similar to the above, but replacing the working
electrode modified by gold palladium (potential of +0.6 V).. The method showed wide
linear dynamic range (10-250 umol L™), quantification and detection limits of 0.047
pumol L™ and 0.014 umol L™, respectively. The concentrations found in the analyzed
samples were in the range of 1.5-6.2 mg (100 g)* and 0.06-0.15 g L™ of ascorbic
acid for honey and juice, respectively. We also studied the possible of work with the
enzyme ascorbate oxidase obtained of the cucumber, being the results were
comparable with the obtained for the commercial enzyme. The latest study evaluated
the levels of uric acid (UA) in samples of urine using the enzyme uricase and gold
electrode modified by palladium and cellulose acetate. The direct method was based
on the detection of H,O, in potential of +0.60 V, generated in the oxidation of uric
acid by the enzyme uricase. The method showed wide linear dynamic range (5-50
umol L™), quantification and detection limits of 3.32 umol L™ and 1.05 pmol L™,

respectively. The concentrations found in the analyzed samples were in the range of



287- 477 mg L™ In all studies the results were compared with those obtained by
standard methods, showing a good degree of correlation.

Keywords: Glucose Oxidase, Glucose, Ascorbate Oxidase, Ascorbic Acid, Uricase,
Uric Acid.
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B Coeficiente angular da reta de calibragéao
BAW Bulk Acoustic Wave
CAC Codex Alimentarius Commission

CENA Centro de Energia Nuclear na Agricultura

DP Desvio padrao do branco

EA Eletrodo auxiliar

ECS Eletrodo de calomelano saturado
ER Eletrodo de referéncia

ET Eletrodo de trabalho

FAD Flavina Adenina dinucleotideo

FADH, Forma reduzida da Flavina Adenina dinucleotideo

FIA Flow Injection Analysis ou Andlise por Injecdo em Fluxo
GLU Glutaraldeido

Gox Glicose Oxidase

HPG Hipoxantina guanina fosforiboxiltransferase

HPLC Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IDR Ingestédo Diaria Recomendada

LD Limite de deteccao

LQ Limite de quantificacéo

MAPA  Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
PhOH Fenol
PMMA  Poli(metiletacrilato)
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1 INTRODUCAO GERAL

A quimica analitica consiste em um conjunto de idéias e métodos de grande
importancia em diferentes areas da ciéncia e tecnologia, principalmente, no controle de
processos industriais, no monitoramento ambiental e em diferentes aplicacdes na
medicina e na biotecnologia. O desenvolvimento de metodologias com alta frequéncia
analitica, confidveis e de baixo custo para a quantificacdo de espécies quimicas vem
evoluindo de maneira acentuada nos ultimos anos. Uma das areas de maior e mais
rapido crescimento dentro da quimica analitica € o desenvolvimento de sensores,
principalmente devido aos novos desafios impostos por amostras de interesse
industrial, clinico e ambiental, que tém levado a uma crescente busca por sensores
com melhores caracteristicas, tais como alta sensibilidade, seletividade e

estabilidade.

1.1 Sensores Quimicos

A importancia tecnolégica dos sensores advém de sua ampla variedade de
aplicacdes, dentre as quais podemos citar as atividades de analise e controle em
areas diversas como agricultura, engenharia civil, medicina, telecomunicacoes,
seguranca, meteorologia, transporte, industria automobilistica e monitoramento
ambiental [1]. Tais dispositivos podem ser definidos como instrumentos capazes de
responder a um sinal ou a um estimulo (alteracdo de quantidade, propriedade ou
condicao) [2-3].

Diversos tipos de sensores tém sido desenvolvidos ao longo dos ultimos 50
anos com destaque para 0S sensores quimicos o0 que € consequéncia da sua
relativa facilidade de construcao, da sua eficiéncia na deteccéo de analitos diversos,
e da ampla quantidade de materiais que podem ser utilizados na sua fabricacao.

Um sensor quimico pode ser definido como um dispositivo que transforma a
informac&o quimica, tanto relativa a concentragcdo de um componente especifico da
amostra como de sua composicao total, em um sinal analiticamente utilizavel [4]. A

deteccdo de espécies quimicas por meio de sensores constitui hoje uma das areas
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mais investigadas em ciéncia e tecnologia, devido a sua grande importancia e
variedade de aplicagBes. Tal importancia pode ser atribuida a capacidade destes
transdutores em fornecer informacgdes sobre a composi¢cdo de um sistema em curtos
intervalos de tempo. Caracteristicas vantajosas também inerentes ao uso de
sensores quimicos referem-se a portabilidade, facilidade de automacéo,
possibilidade de miniaturizacéo e baixo custo.

As respostas produzidas pelos sensores quimicos na presenca de um analito
tém origem na sua camada quimicamente seletiva. Tais respostas tém sido
caracterizadas em termos de estabilidade, repetitividade, resposta linear, histerese e
pelo tempo necesséario para sua saturacao [1, 3]. Contudo, a seletividade e a
sensibilidade séo os principais parametros que influenciam na aplicabilidade de um
determinado sensor quimico na deteccao de um analito.

A seletividade é definida como a habilidade de um sensor em responder a
apenas um analito quando a amostra é constituida por mais de um tipo de
substancia, enquanto que a sensibilidade descreve a concentracdo minima ou a
variagdo de concentracdo que pode ser determinada com éxito e de maneira
reprodutiva pelo dispositivo [3].

Os principios de deteccdo mais utilizados em sensores quimicos estao
apresentados na Figura 1, destacando-se os eletroquimicos que sdo subdivididos
em: potenciométricos, amperomeétricos, e condutométricos, sendo 0s sensores

amperomeétricos os de maior destaque [5].

Térmico

Eletroguimico  [< Ser’lso_res > Optico
Quimicos

Gravimétrico

Figura 1: Principios utilizados na detec¢éo de sensores quimicos
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Os sensores térmicos sao baseados na alteragdo da energia de um sistema
(perda ou ganho de calor), é o principio de deteccédo utilizado nos sensores térmicos
(do tipo termopar). Estes sdo basicamente constituidos por um medidor de
temperatura recoberto por um material quimicamente seletivo e, encontram maior
aplicacdo na determinacao de gases e vapores gque reagem quimicamente com este
material, pois a deteccdo é feita pelo acompanhamento da troca de calor envolvida
nesta reacao [3,6].

Os sensores 6pticos foram os menos estudados até agora [5]. Entretanto,
existe uma tendéncia crescente de desenvolvimento de tais dispositivos devido a
possibilidade do uso do conhecimento adquirido ao longo dos anos em termos de
espectroscopia Otica e tecnologia em fibra dptica para a obtencao de sensores 6ticos
remotos [6].

Os sensores gravimeétricos também podem ser chamados de sensores
massicos ou de microbalancas. Existem dois tipos de sensores quimicos massicos,
gue sao os osciladores de onda acustica estrutural (BAW — Bulk Acoustic Wave),
também chamado de microbalanca de cristal de quartzo, e os osciladores de onda
acustica superficial (SAW — Surface Acoustic Wave). Estes sensores sédo aplicados
principalmente na deteccdo de analitos que adsorvem fisicamente a camada
guimicamente seletiva, resultando em uma pequena alteracdo da sua massa. Assim
sendo, a adsorcdo do analito pode provocar uma alteracdo da frequéncia de
oscilacdo do cristal pizoelétrico no BAW ou uma alteracdo nas propriedades
elasticas do filme no caso do SAW, promovendo sua deteccéao [3, 6 e 7].

Os sensores eletroquimicos predominam entre os demais tipos em termos de
versatilidade. Isso porque eles podem ser divididos em trés tipos de acordo com o
modo de operacdo, sendo eles: potenciométrico (medicdo de diferenca de
potencial), amperométrico (medicdo de corrente) e condutimétrico (medicdo de
condutividade ou resistividade) [3]. Nos sensores potenciométricos e
amperométricos geralmente o eletrodo de trabalho é recoberto com o material
seletivo, que reage quimicamente com o analito ou, entdo, € responsavel pela
modulacado do transporte de carga na presenca do mesmo, sendo assim detectado
[6].

Entre os diversos sensores eletroquimicos conhecidos, o primeiro a ser
utilizado com sucesso foi o eletrodo gotejante de mercurio, sendo a caracteristica

gue mais contribuiu para isto foi a possibilidade de renovacdo da gota apds cada
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analise (eletrodo descartavel de &rea reprodutivel). Esta caracteristica possibilitou a
obtencédo de resultados bastante reprodutiveis e confiaveis, mesmo em meios onde
havia envenenamento rdpido do sensor. Problemas como toxicidade do metal,
entupimento do capilar de vidro, intervalo estreito de potenciais anddicos para
oxidacao de analitos e dificuldade na modificacdo quimica de sua superficie, entre
outros, motivaram os pesquisadores a substituicdo gradativa do eletrodo de mercurio

por sensores solidos [8].

1.2 Eletroanalitica

A quimica eletroanalitica pode ser definida como uma aplicagdo da
eletroquimica que visa resolver problemas analiticos em tempo real e compreende
um conjunto de métodos analiticos quantitativos baseados nas propriedades
elétricas de um analito em solugdo. As técnicas eletroanaliticas encontram
aplicacdes nos mais diversos campos desde a pesquisa basica até a analise de
rotina. As aplicac6es em areas como biotecnologia, na quimica ambiental, na analise
de alimentos, na quantificacdo ultratracos (tracos em microamostras) em materiais
utilizados em eletrénica e em novos materiais sdo reportadas na literatura. Estas
técnicas apresentam como caracteristicas: alta sensibilidade, excelente
reprodutibilidade e razoavel seletividade [9]. Por ser possivel controlar tanto as
caracteristicas do meio em que a medicao € executada, quanto as caracteristicas do
transdutor utilizado, a limitacdo de seletividade pode ser compensada. Dentre as
numerosas técnicas eletroanaliticas, cabe destacar a voltametria ciclica e a

amperometria.

1.2.1 Células Eletroquimicas

AplicacBes envolvendo processos eletroquimicos tiveram inicio em 1922 com
o advento da polarografia, que utilizava uma célula com dois eletrodos. Nesta célula,
o eletrodo de trabalho era mercurio (gotejante), e o segundo eletrodo fazia

simultaneamente o papel de eletrodo de referéncia e auxiliar. Pelo fato do eletrodo
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de trabalho ser bem menor que o eletrodo de referéncia, as variagdes de potenciais
do mesmo eram pouco significativas.

Com a evolugcdo da instrumentacéo, foi desenvolvido o potenciostato, que
utiliza trés eletrodos. Este instrumento é construido de forma a possibilitar a medicéo
do potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia sem,
contudo permitir a passagem significativa de corrente entre estes eletrodos, evitando
assim a polarizacdo do eletrodo de referéncia (e consequente alteracdo do seu
potencial). O processo redox vai ocorrer junto aos eletrodos de trabalho e o eletrodo
auxiliar. Durante o processo redox, alteragdes do potencial do eletrodo de trabalho
sdo compensadas pela alteracdo do potencial do eletrodo auxiliar, de forma que o
mesmo potencial medido pelo eletrodo de referéncia em relagdo ao eletrodo de
trabalho seja mantido. Esta operacao € controlada pelo potenciostato [9].

1.2.2 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma das técnicas mais utilizadas para adquirir
informacfes qualitativas sobre os processos eletroquimicos [9-12], pois apesar de
nem sempre fornecer resultados com elevada sensibilidade, permite que se obtenha
rapidamente informacdes sobre um sistema eletroquimico. A causa de sua menor
sensibilidade (comparada com outras técnicas voltamétricas) € a variacdo continua
do potencial aplicado. Ao ser variado o potencial, gera-se corrente capacitiva, que
vai se somar a corrente faradaica. Em baixas concentracdes de analito, a
contribuicdo da corrente capacitiva se torna significativa e como ndo pode ser
distinguida da faradaica, inviabiliza a analise.

As técnicas voltamétricas geralmente envolvem a aplicacdo de uma
perturbacao de potencial a um eletrodo (na forma de uma rampa linear de potencial).
Um voltamograma ciclico indica em que regido de potencial determinada reacao
redox (composto eletroativo) irA ocorrer. A técnica também fornece outras
informacdes a respeito de um sistema, como: se 0 processo € reversivel, 0 nimero
de elétrons envolvidos no processo, se ocorre formacado de espécies intermediérias,
etc. [9-12].

Para utilizacdo das técnicas voltamétricas necessita-se de um potenciostato

ou galvanostato. Além disso, utiliza-se uma célula composta por um sistema de trés
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eletrodos: um de trabalho (ET), um de referéncia (ER) e um auxiliar (EA),
mergulhados em uma solugao em repouso. O eletrodo mais importante, onde ocorre
a reacdo de interesse, € o de trabalho, que pode ser constituido de diferentes
materiais, dentre os quais, as varias formas de carbono (carbono vitreo, pirolitico,
diamante, nanotubos e p6 de grafite) e os metais nobres, que apresentam faixa de
trabalho mais ampla. Metais menos nobres (cobre, niquel, cobalto,....) e outros
podem ser utilizados para determinadas aplicagdes. O eletrodo auxiliar (construido
geralmente por material inerte, na maioria das vezes platina) deve ter area superior
a do eletrodo de trabalho e tem a funcdo de fornecer a corrente necessaria para
sustentar a reacdo. O eletrodo de referéncia tem o papel de monitorar o potencial
aplicado pelo eletrodo de trabalho. Dessa forma, o ER ndo pode sofrer alteracdes de
potencial resultantes do fluxo de corrente. Nos potenciostatos modernos, a elevada
resisténcia do circuito evita um fluxo de corrente significativo através do eletrodo de
referéncia e a consequente alteracdo de seu potencial [9-12].

Em um voltamograma ciclico tipico, o potencial é linearmente variado com o
tempo, partindo de um valor inicial até atingir um potencial final. Neste ponto, a
varredura é invertida até atingir o seu ponto de partida novamente. Como resultado,
obtém-se um registro de corrente em funcdo da variacdo do potencial, usualmente
denominado voltametria ciclica. Os processos redox que acontece no ET sé&o
representados tanto por correntes de picos anddicos (o valor mais alto de corrente
anddica) e catodicos (o valor mais alto de corrente catédica) quanto por potenciais
de picos anddicos (potencial no qual a corrente anddica apresenta seu valor mais
alto) e catodicos (potencial no qual a corrente catddica apresenta seu valor mais
alto). A Figura 2 mostra o0 esquema representativo de um experimento de voltametria
ciclica [9-12].

Potencial
Corrente

E; Ey
Tempo Potencial

Figura 2: Esquema representativo de um experimento de voltametria ciclica. Ei: Potencial inicial; Ef:
Potencial final e Eméax: Potencial méximo.
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1.2.3 Amperometria

A amperometria constitui-se em técnica vastamente utilizada em
eletroandlise, principalmente em aplicacbes tipicas envolvendo titulacdes
amperomeétricas, sensores amperometricos e células em fluxo. Este modo de
deteccdo é utilizada com grande vantagem, comparada com a voltametria ciclica
para a quantificacdo de baixas concentracdes de analitos pelo fato de se utilizar um
valor fixo de potencial, minimizando assim as variacdes de carga da dupla camada
elétrica e em consequéncia da corrente capacitiva (que virtualmente deve ser igual a
zero). Medidas amperométricas sdo muito Uteis para avaliar biossensores e a forma
mais utilizada para tais experimentos € a realizacdo de medidas amperométricas em
células convencionais e em fluxo [13].

Nas medicOes utilizando células eletroquimicas convencionais, inicia-se com
o eletrodo de trabalho imerso em eletrdlito e, sob agitagdo ou em um fluxo continuo,
séo feitas adi¢cdes do analito. A corrente inicial medida no eletrélito € muito baixa e
resulta apenas de pequenas quantidades de impureza do eletrdlito e de eventuais
espécies adsorvidas na superficie do eletrodo. Estudos prévios envolvendo técnicas
de varredura de potencial sdo fundamentais para selecionar o potencial de oxidagao
(ou reducédo) adequado a andlise (bem como para minimizar o efeito dos
interferentes). A cada adicdo, corresponde um aumento de corrente, que é
proporcional ao analito adicionado. O registro resultante indica o tempo de resposta
do eletrodo de trabalho (indicado pelo tempo necesséario para que um novo patamar
de corrente seja atingido) e a faixa de resposta que pode ser atingido, até a
saturacdo do mesmo [13].

Medidas envolvendo analise em fluxo geram sinais transientes, que sao
proporcionais a diversos parametros, dentre 0s quais 0 volume da amostra injetado
e o fluxo da solucdo. A técnica amperométrica quando associada a métodos de
analise em fluxo, torna-se bastante atraente para aplicacdes praticas, em especial
guando envolve um nuimero significativo de anélises [13].

Uma das limitacdes desta técnica consiste na sua baixa seletividade. Se a
analise é realizada em potenciais extremos (positivos ou negativos), promove-se a
oxidacdo ou a reducdo de todas as espécies que sdo eletroativas em potenciais
abaixo do valor estabelecido. Portanto, € aconselhavel empregar valores minimos de

potencial [13].
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1.3 Eletrodos modificados

Fred Anson, na década de 60 e inicio da década de 70, trabalhou
intensamente para entender as propriedades de processos de adsorcdo na
superficie de eletrodos. A importancia particular de seus estudos reside no fato de
gue muitos deles envolviam compostos de coordenacdo e destes estudos surgiram
regras relativamente simples que descrevem as propriedades de uma ampla série
de adsorventes [14].

Os primeiros trabalhos envolvendo a preparacéo de eletrodos com superficies
modificadas surgiram no inicio da década de 70. Até entdo, somente eletrodos
inertes, tais como mercurio, platina, ouro e carbono eram utilizados em quimica
eletroanalitica. Nestes trabalhos, Lane (1973) e Hubbard (1973) [15, 16] modificaram
deliberadamente a superficie de eletrodos de platina com vérias olefinas
funcionalizadas e, desta forma, exploraram a propensdo de grupos alcenos
adsorverem quimicamente sobre a superficie do eletrodo. Nestes trabalhos pioneiros
foram realizadas observacdes importantes. Entre elas, foi verificada a capacidade do
eletrodo de platina modificado com acido 3-alil-salicilico aumentar o sinal da
oxidacdo de Fe™ e da reducdo de Fe*. Este fato possivelmente tenha sido a
primeira indicacdo da utilidade analitica dos eletrodos quimicamente modificados,
pois demonstrou a capacidade de um grupo imobilizado complexar um ion metalico
e também a possibilidade de se direcionar a coordenacéo através da escolha do
potencial aplicado. Nesta época, percebeu-se que a modificacdo da superficie inerte
do eletrodo poderia conduzir a elaboragéo de varios sensores, para as mais diversas
aplicacoes.

Em 1975, Moses e colaboradores [17] descreveram a modificacdo quimica da
superficie de eletrodos de SnO, com organosilanos e introduziram o termo eletrodo
guimicamente modificado. Modificar um eletrodo consiste em atribuir e controlar
novas propriedades fisico-quimicas, por meio do acoplamento de espécies
eletroativas (ou ndo) a sua superficie. Ao bloquear o acesso de espécies
indesejadas a superficie do eletrodo, inibi-se alguns processos e promove-se outros.
A modificacdo dos eletrodos tem por objetivo originar sinais de corrente mais
elevados do que na auséncia do modificador o que provoca uma melhor

sensibilidade do método analitico.
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A partir destes trabalhos pioneiros, a preparagao e utilizagcdo de eletrodos
guimicamente modificados tém se expandido de forma acentuada, como pode ser
verificado pelo expressivo nimero de trabalhos publicados sobre o tema nos ultimos
anos (135 trabalhos publicados nos dltimos dez anos. Fonte:
www.periodicos.capes.gov.br) Além da eletroandlise, que tem se destacado como
uma das areas mais ativas neste campo, os eletrodos quimicamente modificados
tém sido utilizados para outros fins que n&o analiticos, incluindo estudos bésicos de
eletrocatalise, de cinética de transferéncia eletrénica, de permeacdo de membranas,
sintese eletroorganica e fotoeletroquimica [18]. Por isso, a associacdo das
vantajosas caracteristicas dos eletrodos com o0s processos de modificacdo de
superficies tem sido amplamente explorada.

Em um eletrodo modificado sua superficie € propositadamente alterada por
métodos de imobilizacdo, como: (a) adsorcao, (b) eletroadsorcéo, (c) formacéo de
compositos, (d) formacao de ligacdo covalente e (e) recobrimento com membranas

poliméricas.

(a) Adsorcao:

A adsorcéo foi o processo pioneiro e é a maneira mais simples de fixar o
agente modificador ao substrato do eletrodo base. Esse processo consiste na
dissolucdo do agente modificador em um solvente apropriado e na exposi¢cdo, em
geral, por imersdo do eletrodo a solucdo, sendo a adsorcdo devido a forcas
eletrostaticas, hidrofobicas ou dispersivas na superficie do eletrodo. Eletrodos de
carbono apresentam uma capacidade particular de quimisorverem reagentes que
possuam sistemas de elétrons 1 estendidos, como por exemplo, compostos
organicos aromaticos. Outro processo de modificacdo consiste na deposicdo de uma
guantidade especifica de solucdo modificadora com o auxilio de uma micropipeta
sobre a superficie do eletrodo e a evaporacéo do solvente [18].

Vérios eletrodos modificados por adsorcdo sdo apresentados na literatura
recente, em que podemos destacar o eletrodo de carbono vitreo modificado com um
flme de acetato de celulose contendo o polimero 2,6-diclorofenolindofenal,
desenvolvido como sensor para andlise de injecdo em fluxo de amostras de residuos
urbanos [19]; o eletrodo de carbono vitreo modificado com hexacianoferrato de

cobre para uso na determinacdo amperométrica de sulfito e dioxido de enxofre,
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baseado na oxidagdo eletrocatalitica do analito pelo eletrodo modificado [20];
eletrodo de ouro modificado pela adsor¢cdo de dodecanotiol (98%), utilizado em
medidas de impedancia para andlise da interacdo entre compostos aromaticos e a
camada do tiol adsorvida [21].

Embora simples, esta técnica apresenta a desvantagens de produzir eletrodos
quimicamente modificados com no maximo uma camada do modificador imobilizado,
0 que limita a faixa de resposta linear. Além disso, em se tratando o fenbmeno de
adsorcdo de um processo em equilibrio, inevitavelmente ocorrerd a dessorcdo do
modificador para o meio, durante sua utilizagdo, o que acarreta em perda de

reprodutibilidade, reduzindo, portanto a vida til do eletrodo.

(b) Eletroadsorcéo:

A eletroadsor¢céao ocorre a partir da adsorcao efetuada pela aplicagdo de um
potencial ao eletrodo. A quantidade depositada é uma funcdo do tempo de
deposicao, sendo possivel a formacdo de multicamadas. O potencial aplicado ao
eletrodo determina a velocidade da reacdo e, por consequéncia, a estrutura da
camada adsorvida. Uma velocidade de varredura baixa significa mais tempo
disponivel para formar uma camada com estrutura cristalina perfeita, que seria
desejavel, mas a baixa velocidade da eletroadsor¢do muitas vezes ndo compensa 0
uso de sobrepotenciais tdo baixos. A aplicacdo de um potencial nas condi¢des ideais
e ha presenca de uma molécula suscetivel de polimerizar pode produzir radical,
iniciando a polimerizacdo e a subsequente modificacdo do eletrodo [9]. Cabe
destacar alguns trabalhos descritos na literatura usando este método de
imobilizacdo: eletrodo de carbono vitreo modificado por deposicéo eletroquimica de
particulas de paladio, sendo utilizado como sensor amperométrico na determinacgao
cromatografica de sulfetos em solucdes aquosas [22]; eletrodo de carbono vitreo
modificado com cobre, sendo utilizado como sensor amperométrico na deteccao
eletroquimica de compostos de enxofre em meio alcalino [23]; eletrodo de carbono
vitreo modificado com um filme de hexacianoferrato de indio tem sido utilizado na
determinacdo de Oxido de nitrogénio (NO) pela oxidacao eletrocatalitica do filme
modificador [24].
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(c) Formacado de compdsitos:

Um compdsito € uma mistura de componentes, portanto outra forma de
preparar um “eletrodo quimicamente modificado” consiste em misturar 0 agente
modificador com o substrato do eletrodo. E adequada para modificar eletrodos a
base de pasta de carbono, grafite-epoxi, eletrodos impressos e pastilhas. Quando
possivel, preferencialmente, utiliza-se um método derivado daquele que foi descrito
anteriormente, que consiste em misturar a grafite em p6 a uma solucdo adequada de
agente modificador. Apds a evaporacao do solvente as particulas de grafite ficam
recobertas pelo modificador e isto resulta numa distribuicdo mais homogénea deste
ultimo. Em ambos os casos também podem ocorrer perda gradual do agente
modificador para a solucdo prejudicando a reprodutibilidade. Para minimizar o
problema o eletrodo pode ser recoberto com algum filme polimérico e, desta forma,
diminuir ainda mais a perda do agente modificador para a solucéo [18].

Exemplos da confeccdo destes eletrodos sdo amplamente descritos na
literatura atual, sendo que muitos deles sdo usados como sensores. Por exemplo,
sensores de ouro e platina modificados com azul da Prassia foram desenvolvidos
para a deteccdo amperométrica de peréxido de hidrogénio, estes sensores também
foram usados como substrato na construcdo de biossensores modificados com a
enzima glicose oxidase com membrana de nafion para a determinacdo de glicose
[25], eletrodos impressos de carbono modificados com ftalocianina de cobalto usado
na determinacdo de H,S [26] e determinacdo de amostras gasosas de espécies
sulfuradas [27]; eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de cobalto
usado como detector eletroquimico em cromatografia liquida para analises de

cisteina em urina humana [28].

(d) Formacao de ligacdo covalente:

O modificador também pode ser ligado covalentemente ao substrato do
eletrodo. Por exemplo, existem as reacfes de silanizacéo, envolvendo organosilanos
e Oxidos presentes a superficie do eletrodo. A maioria dos eletrodos metalicos,
guando oxidados em meio acido, sdo recobertos com uma fina camada de 6xido,
muito reativa em relacdo a silanos. Portanto, um metal ap0s ser oxidado pode ser

silanizado e, posteriormente, reagir com outra molécula, contendo o grupo funcional
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que se queira imobilizar. O silano atuara como uma “ponte” para fixar um grupo
funcional a superficie do eletrodo [18].

Superficies de carbono apresentam grupos o6xidos funcionais tais como
alcodis ou fendis, cetonas ou quinonas, acidos carboxilicos e anidridos, resultantes
da oxigenacdo de atomos de carbono do plano vertical, contendo ligacGes
incompletas. A concentracdo destas funcdes pode ser aumentada através de
reacdes de oxidacdo, sendo inclusive passiveis de derivatizacdo. Portanto, a
modificacdo de superficie de eletrodos de carbono, via ligacdo covalente do agente
modificador, € em grande parte baseada na manipulacdo da reatividade destes
grupos funcionais, frente a regentes como aminas, organosilanos, cloreto de tionila
entre outros. Também € explorada a possibilidade de modificar covalentemente
superficies de eletrodos de carbono livres de 6xidos. Nestes casos, as reagdes
envolvem os proprios atomos de carbono do plano vertical. Tratamentos como
abrasdo mecanica ou fratura sob atmosfera inerte, “decapagem” por plasma de
argonio ou termolise sob vacuo sdo capazes de gerar superficies livres de Oxidos
com grande reatividade quando expostos a uma variedade de reagentes [18].

Os eletrodos modificados via ligacdo covalente sdo mais estaveis em relacao
aos obtidos pelos demais métodos, entretanto, sdo mais dificeis de preparar. Da
mesma forma que a modificacdo por adsorcdo, esta metodologia também gera
coberturas com no maximo uma monocamada imobilizada. Um biossensor para a
determinacdo de glicose foi construido usando um eletrodo de carbono vitreo
modificado com um filme de azul da Prussia e polipirrol ligado via ligacdo covalente
com a enzima glicose oxidase [29]. Outro sensor para a detec¢ao de glicose também
foi construido, desta vez imobilizando glicose oxidase via ligacdo covalente usando
glutaraldeido e néafion num eletrodo de carbono impresso modificado com azul da
Prussia [30].

(e) Recobrimento com membranas poliméricas:

Trata-se de uma técnica bastante atrativa para a preparacdo de eletrodos
modificados. Nesta técnica, os filmes poliméricos usados no recobrimento da
superficie do eletrodo, sdo materiais condutores ou permeaveis ao eletrdlito suporte
e a espécie de interesse. Dependendo da aplicagdo pode ser escolhido um polimero

eletroativo (quando o objetivo for uma eletrocatélise), quimicamente ativo (para
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propriedades ligantes ou de troca ibnica para pré-concentragdo) ou inerte (quando
se quer apenas exclusdo de interferentes). Os filmes eletroativos se subdividem em
duas categorias principais que dependem de como o centro redox é imobilizado:
polimero redox, se o centro redox é parte do esqueleto polimérico; polimeros de
troca idnica, se o componente redox ativo € um contra-ion de um filme poli-iénico,
como polovinilpiridina ou Nafion [18].

A cobertura polimérica pode ser obtida a partir de solu¢des de polimeros pré-
formados, ou através de polimerizacdo in situ a partir de unidades monoméricas.
Neste ultimo caso o recobrimento polimérico pode ser obtido via eletropolimerizacéo
ou por meio de métodos ndo eletroquimicos como, por exemplo: polimerizacao
ativada por plasma, foto-indugdo por radiacdo ultravioleta ou polimerizacdo de
organosilanos [18].

Ao contrario da modificacdo por adsorcdo ou por formacédo de ligacao
covalente, a modificacdo com membranas poliméricas permite a imobilizacdo de
muitas monocamadas (1 a 2000) da espécie ativa na superficie modificada, o que
resulta na ampliacdo da resposta eletroquimica. As melhorias de seletividade e
sensibilidade em funcdo das modificacdes feitas nas superficies de eletrodos foram
investigados por varios pesquisadores, inclusive brasileiros. Delbem e colaboradores
(2002) [31] descreveram a descoberta catalitica de NADH usando eletrodo de pasta
de carbono modificado por eletropolimerizacdo de 3,4 — bis- hidroxibenzaldeido.
Sotomayor e colaboradores (2003) [32] estudaram a construcdo e aplicacdo de um
sensor amperométrico para dopamina, usando eletrodo de carbono vitreo
modificado com membrana de Néafion e dopado com cloreto de 2-2 bipiridil de cobre
(I1). Mattos e Gordon (2001) [33] mostraram que biossensores de glicose podem ser
construidos com filmes de prussiatos com superficies azuis e excelente
desempenho.

A escolha do material suporte, em que a superficie sera modificada, também
€ um aspecto de extrema relevancia na preparacdo de um eletrodo quimicamente
modificado. Este substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas
apropriadas e também ser adequado para o método de imobilizacdo selecionado.
Entre os materiais convencionais esta o ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na
forma de filme, pasta de carbono, material plastico condutor e vidros condutores.

A caracterizacdo de eletrodos modificados pode ser efetuada por métodos

eletroquimicos, espectroscopicos e microscopicos. Dos métodos eletroquimicos
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realca-se a voltametria ciclica, a cronocoulometria e a espectroscopia de impedéancia
eletroquimica, que juntos permitem determinar o numero de centros redox, a

condutividade do filme, a cinética dos processos de eletrodo, etc. [9].

1.4 Enzimas

A maior parte da histéria da bioquimica é a histéria da pesquisa sobre
enzimas. A catalise biolégica foi inicialmente reconhecida e descrita no inicio do
século XIX, em estudos sobre a digestdo da carne por secrecdes do estbmago e a
conversao do amido em acgucares simples pela saliva e por varios extratos vegetais.
Na década de 50, Louis Pasteur concluiu que a fermentacdo do acucar em alcool
pela levedura é catalisada por “fermentos”. Ele postulou que esses fermentos,
depois nomeados de enzimas, eram inseparaveis da estrutura das células vivas do
levedo, uma hipdtese que prevaleceu por muitos anos como verdadeira. A
descoberta, por Eduard Buchner, em 1897, de que os extratos de levedo podiam
fermentar o acucar até alcool, provou que as enzimas envolvidas na fermentacao
continuavam funcionando mesmo quando removidas da estrutura das células vivas.
Isto encorajou os bioquimicos a tentarem o isolamento das numerosas enzimas
diferentes e a examinarem suas propriedades cataliticas. Entdo se sabe que as
reacdes catalisadas por enzimas vém sendo utilizadas pelo homem h& muitos anos.
Porém, o modo de acéo dos catalisadores biologicos s6 recentemente foi elucidado,
precedido por uma série de fatos que culminaram nos conhecimentos com diferentes
propdsitos como a determinacdo de farmacos, fendis, inibidores, em fim, diferentes
analitos de interesse cientifico, tecnolégico e ambiental [27].

As enzimas sao catalisadores muito potentes e eficazes, quimicamente sao
definidas como proteinas. As proteinas consistem de cadeias polipeptidicas muito
longas, tendo de 100 a mais de 2000 aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas
(que é uma ligacdo quimica covalente que ocorre quando o grupo carboxila de uma
molécula reage com o grupo amino de outra, a ligacao resultante C-N € chamada
ligacdo peptidica). Os aminoacidos apresentam em sua formula quimica um grupo
carboxilico (-COOH), um grupo amino (-NH,) e um radical R (cadeia carbdnica)

conforme, pode-se visualizar na Figura 3. Os aminoacidos sao diferenciados de



34

acordo com o grupo R ligado ao carbono assimétrico, os quais variam em estrutura,

tamanho e carga elétrica, e influenciam na solubilidade do aminoacido em agua [27].

H

R— C—COOH

NH>»

Figura 3: Representagdo esquematica da estrutura quimica de um aminoacido.

Um catalisador € uma substancia que acelera uma reacdo quimica, ao
diminuir a energia de ativacdo do sistema reacional. Como catalisadores, as
enzimas sdo capazes de aumentar a taxa de certas reacdes em cerca de 10"
vezes, sem requerer condicdes extremas de temperatura, pressdo e/ou pH. O
contraste entre reacdes catalisadas por enzimas e utilizando catalisadores quimicos
€ bem ilustrado pelo processo de fixacado do nitrogénio (reducéo do N, a ambnia). A
nitrogenase catalisa a reacdo a temperaturas em torno de 300 K e pH proximo a
neutralidade. Por outro lado, na sintese industrial da amoénia a partir de nitrogénio e
hidrogénio as condi¢cbes usadas sao: temperaturas entre 700 e 900 K, pressao entre
100 e 900 atm, na presenca de ferro e outros 6xidos metalicos como catalisadores
[27].

Durante uma reacdo enzimatica as enzimas convertem o substrato em
produto e a velocidade da reacdo catalisada é aumentada devido a diminuicdo da
energia de ativacdo. A atividade enzimatica depende do pH do meio, da
temperatura, da presenca de determinadas moléculas, genericamente chamadas
cofatores cuja natureza é muito variavel, podendo ser, por exemplo, um ou mais ions
metéalicos (como o ferro), ou uma substancia organica (como a vitamina Bjy) e
também depende de outras substancias, que podem inibir a sua atividade,
diminuindo-a ou eliminando-a totalmente; sdo os chamados inibidores enzimaticos
[27].

Conforme representado na Figura 4, as enzimas por apresentarem estruturas
terciaria ou quaternéria, sdo dotadas de dobramentos tridimensionais em suas

ligacdes polipeptidicas, o que lhes confere uma forma caracteristica e exclusiva;
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assim, diferentes enzimas tém diferentes formas e, portanto, diferentes papéis

biolégicos [28].

Figura 4: Representag&o da estrutura tridimensional de uma enzima
Fonte: www.ufrgs.br/alimentus/pao/imagens/enzima consulta em 05/07/2010.

Para que uma enzima atue, é necessario que 0s substratos "se encaixem" na
enzima. Esse "encaixe", porém, depende da forma, isto €, do "contorno” da enzima.
Por isso, substratos que se "encaixam” em uma determinada enzima ndo se
"encaixam" em outras diferentes, e a reacdo nao ocorre; dai a especificidade das
enzimas quanto aos substratos em que atuam. Uma vez ocorrido o "encaixe", forma-
se 0 complexo enzima-substrato, que se assemelha ao sistema "chave-fechadura".
O local da enzima onde o substrato se "encaixa” € denominado sitio ativo (ou centro
ativo). No caso de substancias que reagem entre si, sob a acdo catalisadora das
enzimas, a reacao e facilitada, tornando-se mais rapida, pois a proximidade entre as
moléculas "encaixadas" acelera o processo reativo; ap0s a reacdo, a enzima

desliga-se do substrato e permanece intacta (Figura 5) [28].

substrato enznma/
il @ @
enzima enzima e substrato

produto

Figura 5: Representagédo esquematica do sistema “chave-fechadura”.
Fonte: www.dombosco.com.br/Curso/estudemais/biologia/sist_digestorio consulta em 05/07/2010
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Pelos critérios de classificacdo e nomenclatura, as enzimas séo divididas em
seis grupos de acordo com o tipo de reacdes que catalisam. Cada um desses
grupos ainda é subdividido em classes e subclasses, numeradas de tal forma que
cada enzima possa ser identificada sem ambiguidade [28]. A Tabela 1 trds a
classificacao geral das enzimas segundo sua atividade.

Tabela 1: Classes em que as enzimas séo divididas segundo Marzzoco e Torres (2006) [28].

Classes | Subclasses Tipo de reacéo catalisada

_ Catalisam reagcdes de  oxirreducéo. Exempilo:
Classe 1 | Oxirredutases _ _
desidrogenases e oxidases.

Transferem grupos quimicos entre moléculas. Exemplo:
Classe 2 | Transferases _
Transaminases.

_ Utilizam a agua como receptor de grupos funcionais de
Classe 3 Hidrolases ] _
outras moléculas. Exemplo: Peptidases.

Formam ou destroem ligacdes duplas, respectivamente

Classe 4 Liases retirando ou adicionando grupos funcionais. Exemplo:

descarboxilases.

Transformam uma molécula em seu respectivo isémero.
Classe 5 | Isomerases ]

Exemplo: epimerases

Formam ligacdes quimicas por reacdes de condensacao,
Classe 6 Ligases consumindo energia sob a forma de ATP. Exemplo:

sintetases.

As enzimas apresentam um leque de possibilidades de aplicacbes quimicas,
biotecnolégicas, biomédicas e farmacéuticas. A sua alta seletividade (em alguns
casos especificidade) e poder catalitico determinam suas possiveis aplicacdes
industriais e biotecnoldgicas. Atualmente, elas séo utilizadas em diferentes
processos como: biossensores em bioengenharia, clinicamente em agentes
terapéuticos, em modernos kits de diagndéstico e como catalisadores em reacdes
guimicas e bioquimicas [29-31].

Como mencionado anteriormente, 0 uso de enzimas em processos
tecnoldgicos necessita de condi¢cdes especificas para que se tenha atividade 6tima
da enzima, as quais sdo estreitamente dependentes de condi¢bes particulares de

pH, temperatura e estequiometria. Por causa disto, muitas técnicas estdo sendo
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propostas a fim de superar estes problemas e melhorar as aplicagbes enzimaticas.
Além disso, nas reagfes quimicas e bioquimicas, séo utilizadas enzimas purificadas,
as quais apresentam alto custo e ainda tem que ser descartadas apds cada reacéo,
0 que nao torna o processo econdmico [30, 31].

1.5 Imobilizagc&o enzimética

Um outro aspecto a ser ressaltado é o uso de diversas enzimas comerciais ou
obtidas in natura na forma imobilizada, bem como suas aplicacbes na andlise
amperomeétrica usando eletrodos e/ou microeletrodos modificados com diferentes
materiais e na analise espectrofotométrica para o monitoramento de substancias de
interesse ambiental, clinico e alimenticio.

Desde a segunda metade do século XX, esfor¢cos tem sido aplicados no sentido
de desenvolver suportes para a imobilizacdo de enzimas a fim de possibilitar a
utilizacdo das mesmas em processos continuos. Através da imobilizacéo, detectou-
se reducdo de custos através da separacdo da enzima do meio reacional mais
eficiente por meio de filtracdo, além de possibilitar a reutilizacdo da enzima e
proporcionar um controle mais eficiente de processos em grande escala. Também
foi possivel melhorar o desempenho da enzima como: manutencdo ou aumento da
atividade, aumentar a estabilidade térmica e operacional em maiores faixas de pH e
de temperatura, além de aumentar a seletividade da enzima pelo substrato [31-34].

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, idealmente, a
enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, néo
deveram ocorrer alteracdes estruturais, bem como modificacdo no sitio ativo [35].

Atualmente, um grande numero de materiais tém sido propostos como suporte
para imobilizacdo de enzimas, sejam eles sintéticos ou naturais, com diferentes
formatos e tamanhos, porosos e ndo porosos, com diferentes graus de
hidrofilicidade [30].

Segundo Cao, Lagen e Sheldon (2003) [36], o critério de selecdo do suporte e
seus parametros geométricos sdo especialmente dependentes do desenho e da
configuracdo do reator (batelada, tanque com agitacdo, coluna, etc.). Deve-se

considerar o meio reacional (aquoso, acido ou alcalino, solvente organico ou em
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duas fases) e ainda o sistema reacional (suspensao, liquido-liquido, sélido-liquido ou
solido-solido), bem como as condi¢Bes de pH e temperatura do processo. Além de
atender os quesitos funcionais, um suporte ideal deve ser aplicavel, de custo
razoavel e seguro para o uso. Na Tabela 2 sdo relacionados os parametros que
devem ser avaliados para a escolha do suporte adequado ao tipo de reacéo, a fim
de se obter um resultado mais eficiente.

A imobilizacédo pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da enzima em um
material insoltuvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligacdes
cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou

encapsulagéo através de uma membrana polimérica (Figura 6) [37].

Imobilizacéo via ligacao

(a) Imobilizagdo por adsorgédo: a enzima é imobilizada em um suporte soélido por

ligacdes de baixa energia, tais como interagdes de Van der Waals ou hidrofobicas,
ligacbes de hidrogénio e ibnicas, entre outras (Figura 6a). Varios materiais podem
ser usados para este propoésito e a escolha de um deles depende de suas
propriedades, como forca mecanica, estabilidade fisica e quimica, carater
hidrofébico ou hidrofilico, capacidade de adsorcdo de enzima e custo [33]. O
procedimento de adsorcdo é simples e € um dos métodos mais utilizados. Por
exemplo, Carta e colaboradores. (1991) [38] estudaram a imobilizacdo de lipase em
Nylon 6, Basri e colaboradores (1996) [39] imobilizaram esta mesma enzima em trés
suportes diferentes: Amberlite XAD 7, poli(metilmetacrilato) (PMMA) e celite. Apesar
da simplicidade, este método tem algumas desvantagens, tais como: lixiviacdo da
enzima durante o processo analitico, desnaturacéo e baixa estabilidade da enzima e
o “envenenamento” rapido do suporte, devido ao fato da enzima se encontrar

exposta ao meio [40, 41].
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Tabela 2: ParAmetros a serem considerados na escolha do suporte para imobilizacdo de enzima
segundo Cao, Langen e Sheldon (2003) [36].

Parametros Requisitos Beneficios

Suporte Particula de tamanho e  Facilitam separacao e melhor controle
formato adequado. da reacao.
Facil de separar. Rapidez, disponibilidade,

custo/beneficio.

Alta estabilidade Sem alteragfes significantes em sua
mecanica. estrutura interna.
Alta estabilidade N&o se decompor, ndo se contaminar.
guimica.

Enzima Alta atividade por Alta produtividade em menor volume e

volume (U/g).
Seletividade pelo

substrato.

Estabilidade térmica.

Estabilidade
operacional.
Estabilidade

conformacional.

menor tempo de reacéo.

Controle de reacdes secundarias em
paralelo a reagéo principal, facilidade de
separacao do produto final.

Reducao do tempo reacional por
aumento da temperatura.

Apresentar custo/beneficio.

Modulagéo das propriedades

enzimaticas.

Enzima imobilizada

Reutilizacéo.
Aplicabilidade.

Reprodutibilidade.
Facilidade de uso e

manuseio.

Baixar custos.

Tolerancia de variagbes dentro do
processo.

Garantia da qualidade do produto.

Facilitar.

Consideragfes
econbmicas e

ecoldgicas

Volume pequeno.

Descarte facil.

Facilitar o manuseio, armazenamento e

descarte.

Comprometimento ambiental.

Seguranca parao uso  Atender as normas de seguranca

(b) Imobilizacdo por ligacdo covalente: envolve a formacédo de ligacbes covalentes

entre 0s grupos funcionais presentes na superficie do suporte e os grupos funcionais
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dos residuos de aminoacidos da enzima [(-NH;) da lisina e arginina, o -CO;H do
acido aspéartico ou glutamico, a (-OH) da serina ou tionina e o grupo (-SH) da
cisteina], sendo, portanto, necessario um conhecimento prévio da estrutura quimica
da enzima e da natureza do suporte. Nesse procedimento estdo envolvidas duas
etapas quimicas: na primeira, os grupos funcionais do suporte (aminoalquila,
aminoarila, 3-glicidoxipropil-carboxila, etc.) sdo ativados por reagentes especificos
como, por exemplo, o glutaraldeido (GLU), que introduz um grupo carbonila,
susceptivel a reagcbes com o0s grupos nucleofilicos da enzima, segunda etapa do
processo (Figura 7) [37]. Tem como vantagens: minimizacdo da lixiviagdo e uma
maior estabilidade do complexo enzima/suporte em relacdo aos efeitos da variagéo
do pH, da forca ibnica e do solvente. Entretanto, outras ligacdes quimicas adicionais
podem ocorrer durante a imobilizacdo e provocar a desativacao parcial ou total da
enzima [40,41].

A imobilizacdo da enzima via ligacdo covalente pode envolver dois processos:
(1) formacéo de uma ligagdo covalente da enzima com um material insoluvel em
agua (Figura 6b) ou (2) pela formacdo de ligacdes cruzadas em um suporte,
contendo a enzima e varios agentes bifuncionais (Figura 6c).

O segundo processo € 0 mais amplamente utilizado e baseia-se na formacéao
de ligacbes cruzadas entre 0s grupos amino do suporte com oS grupos amino da
enzima, ou entdo na formacdo de ligacbes cruzadas intermoleculares com a
formacédo de particulas insolUveis macroscopicas, pela utilizacdo de reagentes bi- ou
multifuncionais (glutaraldeido, isocianatos, carbodiimida, entre outros) [40]. As
principais vantagens deste método sdo a simplicidade de execucdo e a forte
interacdo da enzima com o suporte, o que diminui a lixiviacdo e proporciona ao
eletrodo uma maior estabilidade. O procedimento também apresenta desvantagens
bem menos irrelevantes quando comparadas as associadas a imobilizacdo por
adsorcao.

Tan e colaboradores (2002) [42] obtiveram monossacarideos por hidrolise do
6leo de palma utilizando lipases imobilizadas em membranas de quitosana, alcool
polivinilico e mistura de quitosana/ alcool polivinilico, utilizando glutaraldeido ou
epicloridrina como agente multifuncional. Amorim e colaboradores (2003) [43]
imobilizaram esta mesma enzima em filmes de quitosana, utilizando também como

agente multifuncional o glutaraldeido.
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Imobilizagcdo via encapsulacéo

(c) Imobilizacéo por encapsulacdo: a imobilizagcdo via confinamento em matrizes,

formadas por géis poliméricos (Figura 6d), ou encapsulacdo através de uma
membrana polimérica consiste em “confinar” uma proteina em um polimero insoluvel
ou em uma microcapsula (Figura 6e e 6f). Os dois processos sao muito similares,
porém no caso da microencapsulacao (encapsulacdo por membrana) a enzima esta
totalmente envolvida pelo sistema, que € constituido por uma célula artificial
delimitada por uma membrana porosa, onde moléculas grandes, tais como enzimas,
ndo sdo capazes de difundir através desta membrana, diferentemente do que
ocorrem com pequenas moléculas como substratos e produtos [41].

A vantagem de utilizacdo de ambas as técnicas € que a enzima nao interage
guimicamente com o polimero evitando, assim, a sua desnaturacdo. Porém, a
transferéncia de massa através da membrana pode ser um problema. A velocidade
de difusdo dos substratos e produtos através da membrana € um fator limitante e
geralmente, sdo necessarias altas concentracdes de substratos a fim de minimizar
esta influéncia. As enzimas encapsuladas (em matriz ou membranas) apresentam
atividade mais elevada com substratos de baixa massa molecular, pois estes
compostos se difundem pela membrana e se aproximam com mais facilidade do sitio
ativo enzimatico [33].

Stamakis & Xanakis (1999) [44] utilizaram agentes gelificantes naturais, como
gelatina, agarose e k-carragenanas como matrizes para a imobilizacao de lipases e
conseguiram manter a atividade catalitica desta enzima na esterificacdo do acido

laurico com propanol.
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Figura 6: Métodos de imobilizacdo enzimatica: (a) adsorcado; (b) ligacdo covalente no suporte; (c)
ligacdo cruzada; (d) encapsulacdo em matriz; (e) encapsulacdo em membrana microcpsulas e (f)
encapsulacdo em membrana macroscopicas.
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Figura 7: Reacd@o de suportes aminopropilados para imobilizacdo covalente, usando glutaraldeido
como agente de ativacdo. Fonte: Cardoso, Moraes e Cass (2009) [45].
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Embora a formacgéo das ligacdes covalentes mdultiplas dependa da escolha
adequada do suporte e do grupo ativador, a selecdo de uma condicéo ideal para
imobilizacdo é fundamental para uma boa atividade enzimética. Mateo (2007) [46]

destacam algumas dessas variaveis criticas:

(A) Tempo de reacdo: embora o processo de imobilizacdo seja muito rapido, a
interacdo mdltipla em pontos ndo complementares da enzima e em seus
suportes é um processo lento e dependente do tempo. E necessario um correto
alinhamento entre os grupos, os ja imobilizados e os parcialmente enrijecidos na
superficie do suporte;

(B) pH: apesar da maioria das imobilizagbes acontecer em meio neutro, em muitos
casos o processo de imobilizacado ocorre em meio alcalino, onde a reatividade de
nucleodfilos das proteinas (e.g.: aminoacido lisina) é melhorada com uma maior
atividade no complexo suporte enzimatico. Alguns grupos amino terminais tem
pKb entre 7 e 8, enquanto da lisina apresenta um valor de 10,5;

(C) Temperatura: temperaturas moderadamente altas podem favorecer as vibracoes
na enzima e no suporte, aumentando a possibilidade de maiores ligaces entre
enzima e suporte;

(D) Tampdes: ndo devem interferir na reacdo. Exemplo: tampao borato pode
comprometer a reacdo entre aldeidos e aminas; compostos aminados (tris,
etanolamina) modificam suportes epoxidos ou competem com a lisina por grupos
aldeidos;

(E) Inibidores ou protetores enzimaticos: a presenca de inibidores ou outros
compostos protetores podem reduzir a imobilizacdo covalente mdltipla e a

atividade enzimatica.

1.6 Andlise por injecao em fluxo (FIA)

Um dos problemas encontrados com a eletroanalitica esta relacionado com a
baixa seletividade, pois mais de uma espécie eletroativa pode responder a certas
condicBes estabelecidas. Assim, o uso de eletrodos modificados associados a
métodos de automacéao de analises constitui-se em uma poderosa ferramenta para a

resolucéo rapida e confidvel de analises de amostras complexas.
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A analise por injegdo em fluxo (FIA) foi proposta na metade dos anos 70 e
introduzida no Brasil em 1976 por pesquisadores do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) da Universidade Federal de Sdo Paulo. Ela pode ser definida
como um processo de automatizacdo de procedimentos analiticos, no qual a
amostra em solucdo aquosa (e eventualmente os reagentes) € introduzida em um
fluxo continuo e ndo segmentado de um fluido transportador [47]. A zona de amostra
sofre dispersdo durante o transporte, sendo entdo misturada com as solugbes
transportadora e reagente. A zona de amostra resultante € conduzida em direcéo ao
sistema de deteccao, gerando um sinal transiente, que é registrado em um sistema
de aquisicdo de dados e usualmente quantificado em relacdo a altura maxima.
Durante o transporte, a amostra pode sofrer tratamentos em linha através de
colunas contendo reagentes solidos para separacdo e pré-concentracdo, ou
conversao a outra espécie mais adequada para a quantificacéo [47]. Estes estudos
representaram um avanco significativo no campo da automacdo em quimica
analitica [48], contribuindo sensivelmente na evolucdo dos processos de introducao
de amostras, sistemas de detecc¢ao e propulséo [49, 50]. A facilidade em se controlar
o tempo do procedimento de injecdo a partir de dispositivos eletrénicos e com a
construcédo/acoplamento de detectores controlados por microcomputador permitiu
gue os sistemas assumissem caracteristicas automaticas [51].

O esquema de um sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccao
amperométrica pode ser observado na Figura 8. A solucdo carregadora passa pelo
detector impulsionada, por exemplo, por uma bomba peristaltica. A amostra é
introduzida na solucéo carregadora pelo injetor, que tem uma alca de amostragem a
ser preenchida pela suc¢do da amostra com uma seringa hipodérmica ou sistema
similar.

A representacao grafica tipica do resultado € denominada de fiagrama e este
apresenta proporcionalidade direta entre a altura ou a area dos picos e a
concentracdo da amostra [50]. Devido a facilidade, praticidade e comodidade,
prefere-se trabalhar com a altura do pico.

Quando se injeta uma amostra ao fluxo carregador, ocorre a formacao de
uma zona que é transportada para um detector. Este mede continuamente a
absorbancia, corrente em um eletrodo ou outros parametros fisicos que sofrem
alteracao quando de passagem desta zona de amostragem pelo detector no sistema

em fluxo [52].
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Figura 8. Esquema basico de um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccéo
amperométrica e propulsao de fluidos por acdo gravitacional.

Um sistema de analises em fluxo tipico consiste de quatro partes iguais [47]:

1- Sistema de propulsdo de fluidos, que pode ocorrer a vazao constante,
empregando geralmente uma bomba peristaltica, ou a pressao constante, podendo
ser empregados dispositivos de acao gravitacional. Porém, neste caso, o médulo de
analise é usualmente limitado a configuracdo em linha Unica e a vazado depende da
viscosidade das solucbes e dimensdes do percurso analitico.

2- Sistema de injecdo, que € o dispositivo fundamental do sistema, pois além
de introduzir amostras e reagentes, também pode ser empregado para selecionar
diferentes vazdes, introduzir componentes e redirecionar o fluxo, aumentando a
versatilidade do processo. Existem varios tipos de injetores, mas 0s mais comuns
sdo a valvula de seis vias e o0 injetor proporcional, ou injetor comutador
(desenvolvido por pesquisadores do CENA/USP). Este ultimo, consiste em trés
partes de acrilico, sendo duas fixas e uma parte mével, que pode ser deslocada em
relacdo as laterais, um passo para frente ou para tras. Por meio deste movimento, o
injetor coleta uma aliquota da amostra e a insere no percurso analitico, podendo ser
empregado também para insercdo de reagentes e outras solu¢cées que por ventura

sejam necessarias.
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3- Percurso analitico, considerado todo o espago pelo qual o fluido
transportador conduz a zona de amostra desde o injetor até o sistema de deteccao.
E onde ocorrem as reagdes quimicas necesséarias a deteccdo do analito. Seu
dimensionamento deve levar em consideracdo a cinética da reagcdo quimica
empregada, e consequentemente o tempo de residéncia da zona da amostra,
definido também em funcao das vazdes do transportador e dos reagentes.

4- Sistemas de deteccdo, podendo ser empregados praticamente todos 0s
detectores usuais em quimica analitica.

Uma particularidade do sistema de FIA que contribuiu para sua propagacao
como técnica analitica € a repetibilidade das operacdes envolvidas no sistema, como
injecdo, propulsdo das solugbes e a regulacdo do tempo dessas operagdes. Com
isso, sistemas de analises por injecdo em fluxo permitem que sejam realizadas
analises quimicas, sem que a reacdo quimica tenha se completado, fator primordial
para metodologias utilizadas em bateladas. Considerando-se essas caracteristicas
dos sistemas em fluxo, podem-se empregar reagentes instaveis em diversas
determinacdes analiticas com boa precisao e exatiddo, uma vez que a velocidade de
decomposicdo do reagente pode ser controlada. O tempo de residéncia de um
reagente no sistema de analise por injecdo em fluxo € da ordem de 1 minuto, assim,
o tempo de vida em que um reagente necessita ser estavel ndo deve ser muito
superior a este tempo [53].

Embora a metodologia FIA seja uma das mais recentes técnicas baseadas
em fluxo, a sua aplicacdo compreende ja mais de 5000 artigos publicados,
abrangendo desde analitos inorganicos a enzimaticos, desde ions a
macromoléculas, desde quantidades tracos a altas concentracfes de analito,
podendo ser utilizada em meios aquosos ou ndo aquosos [54, 55]. O proprio
conceito e definicdo de andlise por injecdo em fluxo tem evoluido, devido ao fato das
potencialidades que a técnica foi oferecendo ao longo dos tempos e a sua grande

versatilidade de aplicacéo.
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1.7 Amostras

1.7.1 Mel

O mel é utilizado como alimento desde a antiguidade, registros relatam que a
apicultura e o uso de produtos apicolas ja eram utilizados pelos egipcios ha cinco mil
anos atras. Muitos povos consideravam o mel como o alimento dos deuses e o
utilizavam em oferecimento a divindades como agradecimento, peniténcia ou
reparacao nos rituais religiosos, foi também utilizado para conservacédo de mimias e
frutas [56]. O interesse pelo mel durante muitos anos se manteve grande,
principalmente devido as caracteristicas adocantes como o Unico produto natural
com essa propriedade até 1900 quando foi gradualmente substituido pelo aglcar da
cana [56].

A matéria prima do mel é o néctar das flores ou exsudatos sacarideos das
partes vivas das plantas, que é coletado pelas abelhas e transformado em mel,
originando uma substancia viscosa, aromatica e acucarada (Figura 9) [57]. Podem
ser classificados em: monofloral, constituido do néctar de uma Unica espécie floral
ou quando a maior predominancia for de uma unica espécie floral; polifloral, quando
constituido do néctar de mais de uma espécie floral e extrafloral que ndo provem do

néctar, sendo produzido a partir de exsudato de plantas ou restos de frutas [58].

Figura 9: (A) Abelhas da espécie Apis Melifera. Fonte: www.clubesat.com/noticias/piaui-supera-a-
expectativa-na-exportacao-de-mel-907, consulta em 18/08/2010. (B) Favo de mel. Fonte:
www.soldweb.eu/oliveira/ artigosdetalhe.php?codArtigo=17, consulta em 18/08/2010. (C) Amostra de
mel. Fonte: www.viapalhoca.com.br/ article/xi-feira-do-mel-no-largo-da-alfndega, consulta em
18/08/2010.


http://www.clubesat.com/noticias/piaui-supera-a-expectativa-na-exportacao-de-mel-907
http://www.clubesat.com/noticias/piaui-supera-a-expectativa-na-exportacao-de-mel-907
http://www.sol4web.eu/oliveira/%20artigosdetalhe.php?codArtigo=17
http://www.viapalhoca.com.br/%20article/xi-feira-do-mel-no-largo-da-alfndega
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No estado de Minas Gerais sao encontrados, com facilidade, trés tipos de
mel, principalmente o de flores silvestres, devido a vasta diversidade de espécies
botanicas, que florescem o ano todo, o mel de flor de eucalipto (Eucaliptus spp),
provenientes das grandes &reas de reflorestamento e o mel de flor de laranjeira
(Citrus spp), que possuem maior procura devido a suas caracteristicas proprias
obtidas a partir do néctar citrico [58].

O mel contém frutose e glicose (60-85%) como 0s monossacarideos
predominantes, maltose e sacarose (7-10%) como dissacarideos, melezitose como
trissacarideo e outros oligossacarideos de baixo peso molecular. Entre outros
compostos, podemos encontrar também antioxidantes, acidos, proteinas, minerais,
flavonodides, vitaminas e enzimas [59].

Entre as diversas vitaminas encontradas no mel temos: riboflavina (Vitamina
B2) 1,5 mg/Kg, aneurina (Vitamina B1) 0,1 mg/Kg, acido pantaténico (Vitamina B3) 2
mg/Kg, acido nicotinico (Vitamina B5) 1 mg/Kg, piridoxina (Vitamina B6) 5 mg/Kg,
acido ascorbico (Vitamina C) 30 a 34 mg/Kg, além das vitaminas E, K e carotendides
(pré-vitamina A). As vitaminas e 0s sais minerais, juntamente com as enzimas, dao
ao mel um valor importante de alimento regulador em funcdo dos acucares, das
enzimas e vitaminas [60].

A utilizacdo do mel na nutricdo humana nao deveria limitar-se apenas a sua
caracteristica adocante, como excelente substituto do acucar, mas principalmente
por ser um alimento de alta qualidade, rico em energia e inUmeras outras
substancias benéficas ao equilibrio dos processos bioldgicos de nosso corpo.

Além de sua qualidade como alimento, esse produto Unico € dotado de
inimeras propriedades terapéuticas, sendo utilizado pela medicina popular sob
diversas formas e associacbes como fitoterapicos. Apresenta propriedades
antimicrobianas, antissépticas, antibacteriana, antianémica, emoliente,
antiputrefante, digestiva, laxativa e diurética [61].

Em funcdo da complexidade de sua matriz surge a necessidade da
comunidade cientifica identificar e quantificar outros componentes possivelmente
encontrados no mel. A determinacdo de sua composicdo quimica tem varios
propdsitos analiticos como a verificacdo da adulteracdo do alimento, determinacéo
da origem geografica e botanica e identificacdo de compostos farmacologicamente

ativos. Os dois primeiros exemplos sao tipicos de controle de qualidade do alimento
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e o Ultimo, um dos mais revistos nas pesquisas, € o estudo do uso potencial do mel
na medicina moderna como agente antimicrobiano e antioxidante.

A adulteracdo no mel ocorre principalmente, com produtos de menor valor
comercial, como glicose comercial, solugdo ou xarope de sacarose, melado e
solucdo de sacarose invertida [58]. Para isso, foram criados métodos especificos
para anadlise de mel pela “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC) e
“Codex Alimentarius Commission” (CAC), que pudessem estabelecer um controle da
qualidade por intermédio de analises fisico-quimicas adequadas [62]. Muitos destes
métodos de analises, estabelecidos mundialmente, foram utilizados pela legislacéo
brasileira e sdo utilizados ndo somente para constatar adulteracdo, mas também
como indicador da qualidade do mel. No Brasil, os parametros de qualidade do mel
estdo regulamentados pela Instrucdo Normativa 11, de 20 de outubro de 2000 do
MAPA (Tabela 3). Esta normalizacdo é baseada nas normas e diretivas do
MERCOSUL (Resolugdo MERCOSUL GMC, 15/94) as quais estdo descritas na
Portaria 367 de 4 de setembro de 1997 do MAPA. [63, 64].
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Tabela 3: Parametros fisico-quimicos estabelecidos pela Instru¢do Normativa 11 do MAPA. Fonte:

Pataca (2006) [64].

Parametro

Valores estabelecidos

Métodos de analise

Acucares Redutores

Umidade

Sacarose aparente

Solidos Insoluveis em
Agua

Minerais (cinzas)

Acidez

Hidroximetilfurfural

Atividade diastasica

Mel Floral: minimo 65 %.
Melato ou Mel de Melato:
minimo 60%.

Maximo 20 %

Mel Floral: minimo 6 %.
Melato ou Mel de Melato:
minimo 15 %.

Méaximo 0,1%.

Para mel prensado: maximo
0,5%

Maximo 0,6 %.

Melato ou Mel de Melato:
maximo 1,2 %

Maximo de 50 meq Kg™

Maximo de 60 mg Kg™

Minimo de 8 na escala de
Gothe

CAC? / Vol. llI, Supl. 2,
1990, 7.1.

AOACP 16™ Edition, Rev. 4™,
1998 — 969.38B

CAC / Vol. Ill, Supl. 2, 1990,
7.2.

CAC / Vol. 1, Supl. 2, 1990,
7.4.

CAC / Vol. 1ll, Supl. 2, 1990,
7.5.

AOAC 16" Edition, Rev. 4™,
1998 — 962.19

AOAC 16" Edition, Rev. 4™,
1998 — 980.23B

CAC / Vvol. lll, Supl. 2, 1990,
7.7.

(a) Codex Alimentarius Commission (CAC). Programa Conjunto da Organizacdo das Nac¢Bes Unidas
para a Agricultura e a Alimentagdo e da Organizacdo Mundial da Saude e (b) AOAC: Association of

Official Analytical Chemists.

1.7.2 Agua de coco

O coqueiro, cientificamente chamado de Cocos nucifera L. pertence ao

género Cocos e a familia Palmae, é originario do Sudeste Asiatico [65]. E de

importancia mundialmente reconhecida, sendo cultivado em mais de 86 paises

situados nos tropicos, tanto para consumo “in natura” como para fins industriais, com

360 modalidades de aproveitamento [66] (Figura 10).
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Figura 10: Fotos de coqueiro e seu fruto, o coco. Fonte: www.es.gov.br/site/noticias/
show.aspx?noticiald=99687274, consulta em 20/08/2010.

A producéo brasileira de coco, que em 2001 chegou a 1,3 bilhdes de frutos,
esta distribuida por quase todo o territorio nacional, com excecdo dos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, em funcdo das suas limitacGes climaticas
durante parte do ano. Em 1985 a area colhida com coqueiro no Brasil situava-se em
torno de 166 mil hectares. E entre 1985 e 2001 houve um incremento na area
colhida que ultrapassou os 100 mil hectares, dos quais se estima que 70% s&o
representados pela variedade de coqueiro ando, 15% com coqueiro hibrido e 15%
com coqueiro gigante.

Nesse mesmo periodo, verificaram-se um deslocamento das areas
tradicionais de producdo de coco em direcdo as demais regides do pais,
principalmente para o Norte e Sudeste, como mostrado na Tabela 4. Pode-se
constatar que a regido Nordeste detinha em 1985, mais de 94% da producdo e mais
de 96% da éarea colhida com coco, diminuindo sua participacdo em 2001, para
71,2% da producao brasileira e para 87,6% da area total colhida. Em contrapartida,
somando-se as producbes das regibes Norte e Sudeste, observa-se que a
participacdo destas, na producédo total, passou de 5,6% para 28,8% entre 1985 e
2001. O aumento significativo tanto no porcentual de producao e principalmente do
rendimento por hectare, observado para estas regides, pode ser atribuido a
utilizacdo da variedade ana que se caracteriza por uma maior produgao de frutos por
hectare.

A participacdo dessas duas regides no total da area colhida ndo acompanhou
a evolucgéo registrada pela producdo naquele periodo, devido aos altos indices de

rendimento obtidos em areas de expansado recente da cultura, onde sao utilizados
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sistemas de producédo intensivos e alto grau de tecnologia, como aconteceu no
Sudeste que, em 2001 chegou a atingir rendimento acima dos 14.869 frutos/ha,
tendo como destaque o estado do Espirito Santo que conseguiu médias superiores
aos 15.169 frutos/ha (Tabela 4).

Tabela 4: Evolucdo do rendimento e dos percentuais de participacdo regional na producéo e area
colhida com coco, entre 1985 e 2001. Fonte: IBGE- Producéo Agricola Regional.

Regido % de producdo % de area colhida Rendimento/ha
1985 2001 1985 2001 1985 2001
Nordeste 94,4 71,2 96,2 87,6 3,3 4,1
Norte 3,8 14,8 2,3 7,7 5,6 9,7
Sudeste 1,8 14,0 15 4,7 4,2 14,9

No Brasil existem trés variedades especificas de coqueiro: ando, gigante e
hibrido [67, 68]. Os coqueiros hibridos s&do obtidos do cruzamento entre o coqueiro
ando e o gigante. Porém, no Brasil esse cultivo é bastante escasso, pois plantacdes
homogéneas de hibridos requerem custos elevados, uma vez que, ha a necessidade
de se ter hibridos geneticamente controlados e néo hibridos naturais [67].

Os coqueiros andes apresentam precocidade de formacdo de frutos (2 a 3
anos) e alta produtividade (100 a 200 frutos por ano) quando comparados aos
coqueiros gigantes (precocidade: 6 anos e produtividade: 50 a 60 frutos por ano).
Em funcéo dessas caracteristicas, 0 coqueiro ando é destinado a suprir o mercado
de agua de coco e 0 coqueiro gigante abastece, principalmente, a agroinduistria, que
utiliza a polpa para producéao de leite de coco, o coco ralado e 6leo de coco [67,68].

Uma das maneiras de aproveitamento do fruto do coqueiro é o consumo da
agua de coco (Figura 11). A agua de coco é o liquido do endosperma encontrado
dentro da cavidade do coco que comeca a se formar 2 meses depois da abertura
natural da inflorescéncia e atinge seu volume maximo nos frutos com idade entre 6 e
7 meses [68, 69].
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Figura 11: (A):: Agua de coco pronto para ser consumido na forma natural. Fonte:
www.chamamed.com/homeclinic/index.php?option=com_content&view=article&id=2188:dicas-para-o-
emagercimento&catid=16, consulta em 24/08/2010. (B): carrinho usado para comercializacdo de agua
de coco. Fonte: www.permutalivre.com.br/186863/carrinho-para-agua-de-coco, consulta em
24/08/2010.

7z

A &agua de coco é uma bebida saborosa, nutritiva e pouco cal6rica (27
kcal/100g) [70]. Corresponde a 25% do peso do fruto e a quantidade de agua varia
de 300 a 600 mL/coco. E mais palatavel cerca de 7 meses ap6s a polinizacdo e o
conteudo de solidos totais € préximo a 5% em peso. O sabor é doce e levemente
adstringente [71].

Os maiores constituintes quimicos da agua de coco sdo 0s agucares e
minerais que conferem o sabor agradavel a agua e a tornam uma bebida isotonica
natural. Em média, a agua de coco apresenta a seguinte composic¢ao: sacarose (280
mg/100 mL de agua de coco), frutose (2400 mg/100 mL), glicose (2378 mg/100 mL),
célcio (17,10 mg/100 g), fésforo (7,4 mg/100 g), sodio (7,05 mg/100 g), magnésio
(4,77 mg/100 g) e potassio (156,86 mg/100 g). Os menos presentes sdo as gorduras
e as substancias nitrogenadas. As concentracfes de sais minerais podem variar,
principalmente em funcéo da variedade da palmeira, grau de maturacéo, tipo de solo
cultivado e do uso de fertilizantes [69, 70].

Os acucares, presentes nesta bebida, encontram-se na forma dissolvida e a
guantidade de sacarose e glicose variam de acordo com o grau de maturacao do
fruto [72]. Ocorre uma perda de 2% nos teores de acUcar no intervalo de sete a doze
meses. O conhecimento dos niveis desses aclcares na agua de coco associado a
idade do fruto € de fundamental importancia para se determinar a melhor época de

colheita, quando o fruto se destina ao mercado consumidor como coco verde, onde


http://www.chamamed.com/homeclinic/index.php?option=com_content&view=article&id=2188:dicas-para-o-emagercimento&catid=16
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a agua é o principal produto e, consequentemente, sendo o sabor da mesma o
principal atributo de avaliacao [73].

No ano de 2000, j& haviam no pais cerca de 80 indUstrias de pequeno e trés
de grande porte, envasando a agua de coco que concorre diretamente com 0
mercado de refrigerantes. Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de
Alimentacéo (ABIA) sdo consumidos no pais 10 bilhdes de litro/ano de refrigerantes.
O consumo de agua de coco representa 1,4% deste mercado, ou seja, 140 milhdes
de litro [74].

1.7.3 Forrageira

Forrageiras sédo plantas e grédos usados na alimentacdo de ruminantes. O
género Brachiaria tem fornecido importantes espécies forrageiras para as regides
tropicais tanto na Africa e Austrélia, e, mais recentemente (década de 40) na
América do Sul. Nestas areas, espécies de Brachiaria formam pastagens que se
adaptam as mais variadas condi¢des de solos (Figura 12). De um modo geral, pode-
se atribuir o crescente papel que o género Brachiaria vem assumindo nas regides
pecuarias, as seguintes caracteristicas: sdo gramineas de alta producdo de matéria
seca, as principais espécies sdo estoloniferas (ou seja, a partir de um no, no colmo
da planta, sdo emitidas raizes de uma nova planta), adaptam-se a uma grande gama
de tipos de solos, ndo apresentam problemas limitantes de doencas e seu
crescimento € bem distribuido durante a maior parte do ano [75]. A importancia atual
destas forrageiras tem determinado um amplo esforco da pesquisa, visando

conhecer com mais profundidades suas qualificacfes e limitacoes.
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Figura 12: Forrageira do género Brachiaria, espécie Brizantha. Fonte:
www.ourofino.com/portal/node/3119, consulta em 24/08/2010, www.grupofacholi
com.br/facholi/bracharia_xaraes, consulta em 24/08/2010, www.pontodoleite.com.br, consulta em
24/08/2010, respectivamente.

Grande parte da massa sOlida das forragens sao constituidas por
carboidratos, principal fonte de energia para o0s ruminates, sendo que seu
aproveitamento é feito apds o desdobramento em acidos graxos volateis e em outros
acidos através do processo de fermentacao do ramen.

As forrageiras de clima tropical, em relacdo aos carboidratos, comparadas a
de clima temperado, sdo caracterizadas com baixos teores de carboidratos sollveis
e altos teores de carboidratos estruturais tendo, portanto, maiores proporcdes de
parede celular em razdo da sua natureza anatbmica com alta proporcao de tecido
vascular [76].

As caracteristicas nutritivas dos carboidratos das forrageiras dependem dos
acucares que os compdem, das ligacOes entre eles estabelecidas e de outros
fatores de natureza fisico-quimica. Assim, os carboidratos das plantas podem ser
agrupados em duas grandes categorias, conforme sua maior ou menor
degradabilidade, em estruturais e ndo estruturais, respectivamente [76].

Os carboidratos estruturais sdo aqueles que formam a parede celular, sendo
gue os mais importantes sédo as celuloses, hemiceluloses e a pectina. A natureza e a
concentracdo dos carboidratos estruturais da parede celular sdo o0s principais
determinantes da qualidade da forragem, onde que de 30-80% da matéria seca é
oriunda da parede celular. Os niveis destes tipos de carboidratos sdo bem mais

elevados nas folhas que no caule [77].
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Quanto aos carboidratos ndo estruturais pode-se dizer que sédo carboidratos
do conteudo celular tais como os mais simples, glicose e frutose, e os carboidratos
de reserva da planta, como amido e a sacarose. Estes carboidratos de reserva tém
uma solubilidade de média a elevada, e o amido destaca-se com sendo 0 mais
importante, porém, na parte aérea das forragens em relacdo a sacarose sua
concentracdo é pequena e varia entre as espécies tropicais e temperadas [76].

A relagdo entre carboidratos estruturais e ndo estruturais é importante na
alimentacdo de ruminantes, uma vez que alimentos onde a concentracdo de nao
estruturais € muito mais elevada que os dos estruturais podem conduzir a disturbios
digestivos em razdo dos produtos intermediarios de fermentacdo, como € o caso da
cidose metabdlica, e € por essa causa que um ruminante deve consumir dietas com
um minimo de 18% de fibra bruta [78]. Fibra bruta é a por¢cdo dos carboidratos totais,
sendo em maior parte constituida por celulose, que apresenta baixa digestibilidade
para a maioria dos animais, se tornando fonte de energia, promovendo o bom

funcionamento intestinal e estimulando os movimentos peristalticos [79].

1.7.4 Suco de Frutas

A moderna tecnologia possibilitou nos Udltimos anos o aparecimento
progressivo de novos produtos alimenticios, cujo consumo pela populacéo,
aumentou rapidamente, devido a intensa e sofisticada propaganda veiculada através
dos diferentes meios de comunicacao, principalmente nos grandes centros urbanos.

Um exemplo refere-se aos sucos industrializados de frutas, que surgiram no
mercado nacional ha mais de duas décadas, inicialmente restringindo-se a duas
espécies frutiferas (uva e tomate) e estendendo- se aos poucos a diversas espécies;
hoje em dia pode-se dispor de grande niumero de variedades de sucos, capazes de
satisfazer as exigéncias da maioria dos consumidores.

Os sucos de fruta, de acordo com a Lei 8.918/1994 conforme Decreto
2314/1997, podem ser definidos como todos os produtos obtidos por extracdo de
frutas maduras por processos tecnolégicos adequados. Os sucos sao sistemas
complexos que consistem de uma “mistura”® aquosa de varios componentes

organicos volateis e instaveis, responsaveis pelo sabor e aroma do produto, além de
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acucares, acidos, sais minerais, vitaminas e pigmentos [80]. A Tabela 5 tras a

classificacao dos sucos em diferentes categorias.

Tabela 5: Classificag&o dos sucos [81].

Quanto a .
R ~ Quanto a forma de
natureza da Quanto a concentracéo ~
preservacao
fruta
Citrico Simples: prontos para beber, Congelados: preservados pela
Exemplo: laranja, com concentracdo de soélidos temperatura baixa de
lim&o, tangerina soluveis na faixa de 8 a 13 estocagem e comercializagao
e pomelo. graus Brix. (cerca de -18°C)
Frutas
Tropicais . ~ L
Exemolo: Integrais: com concentracao Estaveis: conservados pela
nplo- de sélidos variavel, em funcéo acdo de conservantes
maracuja, caju, ) o
R do tipo de fruta. quimicos.
abacaxi, goiaba,
manga
Outros Refrigerados: vida util curta,

Concentrados: teor de sélidos

e . comercializados na cadeia de
soluveis de 55 a 66 graus Brix.

refrigeracao (4 a 8°C)

Exemplo: uva,
maca

Devido a composicdo rica em acidos organicos, geralmente, 0S sucos
apresentam valores de pH entre 2,0 e 4,5 (pH de sucos concentrados: maracuja 2.7-
3,7; caju 3,8-4,0; abacaxi 3,2-3,8; limdo 1,8-2,4). O pH depende do tipo e
concentracdo de acido da fruta, da sua espécie, grau de maturacao, entre outros
fatores. O conteudo de acucares (carboidratos) é elevado e constituido
principalmente por glicose, frutose, varias pentoses e pectinas [82].

A conservacdo dos sucos de frutas € determinada, primeiramente, pela
prevencao do desenvolvimento de microorganismos deteriorantes e pela inibicdo da
acao de enzimas naturais, 0 que € obtido por meio do tratamento térmico a que é
submetido o produto e/ou pelo uso de conservantes quimicos ou comercializacédo
sob refrigeracdo/ congelamento [82].

Uma vez controlados esses fatores, a estabilidade dos sucos de frutas esta
relacionada com a ocorréncia de reacfes quimicas complexas que comprometem
suas qualidades organolépticas (aroma, cor, sabor, consisténcia, estabilidade da
turbidez, separacéo das fases sdlido / liquido, etc.) e que também acarretam perdas
nutricionais (de vitaminas) [82].

As perdas nutricionais sao representadas, principalmente, pela oxidacéo da

vitamina C e de carotendides (compostos precursores da vitamina A). De modo
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geral, todas as frutas apresentam essas vitaminas, no entanto, as fontes mais ricas
sdo: goiaba, citricas, abacaxi, maracuja, laranja e manga [82].

A oxidacao da vitamina C (acido ascérbico) também produz compostos com
radical carbonila que reagem com grupos amino e por polimerizagdo produzem
pigmentos escuros, 0S quais sao responsaveis pelo escurecimento dos sucos que
contém 4&cido ascoOrbico. Apesar do efeito acelerador do oxigénio sobre a
degradacdo do acido ascorbico, esta ocorre preferencialmente em condicdes
anaerdbicas e produz igualmente reacfes de escurecimento [82].

A oxidacdo dos carotenoides também traz como inconveniéncia a perda da
cor caracteristica do suco (descoloracdo). Os carotendides sao pigmentos
responsaveis pelas cores desde amarelo até vermelho alaranjado da maioria das
frutas. As reacOes de escurecimento e de natureza oxidativa, envolvendo os
diversos constituintes dos sucos citricos, sdo muito complexas e exercem efeito
catalitico umas sobre as outras. No caso de sucos de maca e péra concentrados, o
escurecimento é causado principalmente por reacdo de Maillard (que ocorre entre
acucares redutores e grupos amino de aminoacidos, peptideos e proteinas) [82].

As frutas consistem em fonte nutricional de vitaminas, minerais e carboidratos
soluveis, sendo que algumas possuem teor mais elevado de um ou de outro
nutriente como, por exemplo, a acerola, que apresenta elevada quantidade de
vitamina C. Outras frutas ndo sdo ricas no fornecimento de algum nutriente
especifico, como é o caso do abacaxi, que inclusive possui baixo teor de vitamina C
(10 a 25 mg de acido ascorbico por 100 g de fruto); entretanto, apresentam grande
aceitacado sensorial por parte dos consumidores [82].

Os sucos de frutas sdo consumidos e apreciados em todo o mundo, nao soé
pelo seu sabor, mas, também, por serem fontes naturais de carboidratos,
carotendides, vitaminas, minerais e outros componentes importantes (Figura 13). O
Brasil consumiu em 2003 aproximadamente 2,2 bilhdes de litros de sucos, nas mais

diferentes formas [83].
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Figura 13: Sucos naturais e industrializados. Fonte: http://www.sucoverdesaude .com/2009/10/suco-
de-frutas, consulta em 04/09/2010, http://adietasedicas.blogspot.com/2010/ 06/alguns-suco-que-
ajudara-na-sua-dieta, consulta em 04/09/2010, http://www.abril.com.br/blog/dieta-nunca-
mais/tag/sucos-industrializados, consulta em 04/09/2010.

Sucos de frutas nacionais, em embalagem cartonada longa vida, sao
populares entre familias brasileiras e seu armazenamento é conveniente por nao
requerer refrigeracdo antes de sua utilizagdo, o que possibilita seu transporte e
comercializagdo em todo territério nacional. Os sucos de frutas, juntamente com as
bebidas lacteas e refrigerantes estdo entre as bebidas mais consumidas por
criancas e adultos [84]. Uma mudanca apropriada na dieta em relacdo a inclusao de
componentes encontrados em frutas e sucos de frutas pode ser importante na
prevencdo de doencas e para uma vida mais saudavel. Diante desta importancia,
informacfes nutricionais tornam-se necessarias para que as familias sejam
orientadas e possam melhor balancear suas dietas com relacdo a ingestdo desta
bebida [85-87].

1.7.5 Urina

O sistema urinario € um conjunto de 6rgaos responsaveis pela filtracdo do
sangue, produzindo urina e controlando o equilibrio hidrico do corpo.

A urina é o produto final, resultante da excrecao renal. A urina humana, assim
como a urina de outros animais, € composto principalmente de agua (96%, em
média), mas contém também ureia, acido Urico, sais e outras substancias, sendo
expelida durante o ato de urinar. O volume, a acidez e a concentracdo de sais na
urina sdo regulados por horménios, entre os quais o horménio antidiurético e a

aldosterona, sendo que estes hormonios atuam nos rins para garantir que a adgua, 0s
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sais e o equilibrio acido-base do organismo se mantenham dentro de estreitos
limites. A presenca na urina de agucar, albumina, pigmentos biliares ou quantidades
anormais de algumas substancias, incluindo os constituintes habituais, é indicador
de doencas. A urina é normalmente estéril quando é expelida e tem apenas um vago
odor. O cheiro desagradavel da urina deteriorada deve-se a acao de bactérias que
provocam a liberacdo de amoniaco.

Um adulto saudavel de dieta comum pode produzir entre 1000 e 2000 mL de
urina por dia [88]. O volume minimo de urina necessario para remover do organismo
todos os produtos residuais € de cerca de 0,5 L em um homem de 70 kg; todo o
volume produzido acima deste consiste em excesso de agua. Uma grande ingestédo
de liquidos aumenta a quantidade de urina produzida; uma grande perda de liquido
através da transpiragdo, vOmitos ou diarréia conduz a sua producdo diminuida. O
volume de urina eliminado durante o dia € o dobro do produzido na noite, nos
humanos saudaveis. Em desordens patologicas esta constante pode ser alterada
passando o individuo eliminar igual volume nos dois periodos ou mais durante a
noite.

A analise clinica em amostras de urina € usada como exame diagndstico
complementar desde o século Il. Trata-se de um exame indolor e de simples coleta,
0 que o torna muito mais agradavel para os pacientes do que as analises de sangue,
por exemplo. A avaliacdo da urina pode fornecer pistas importantes sobre doencas
sistémicas, principalmente as doencas renais. Como na maioria dos exames
laboratoriais, a qualidade dos resultados depende da coleta. A urina deve ter sido
colhida recentemente, com um volume minimo de 20 mL, sem adicdo de
preservativos, refrigerada e nunca congelada, para garantir sua melhor preservacao.
Deve estar claramente identificada e colhida em recipiente adequado. Se
necessario, a amostra podera ser colhida a qualquer tempo, lembrando-se da
existéncia, durante o dia, de variacbes em relacdo a dieta, exercicio fisico,
concentracdo da urina e uso de medicamentos [89].

O fato da amostra de urina ser de facil e rapida obtencéo, muitas vezes, induz
certos descuidos no tratamento da amostra apdés sua coleta. Alteracdo na
composicao de urina ocorrem ndo s6 in vivo mas também in vitro, havendo portanto
necessidade de técnicas corretas no manuseio de amostra apés a coleta. Ha 3
regras importantes quanto aos cuidados com a amostra de urina que na realidade se

aplicam a todas as amostras recebidas no laboratério: a amostra deve ser colhida
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em recipiente limpo e seco, 0 recipiente da amostra deve ser devidamente
etiquetado com o nome do paciente, data e hora da coleta e a amostra deve ser
entregue imediatamente ao laboratorio e analisada dentro de uma hora [89].
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2. OBJETIVOS

O aumento da demanda das andlises quimicas e a necessidade do
desenvolvimento de metodologias rapidas, confiaveis e de baixo custo capazes de
fornecer informagbes sobre a composicdo de um sistema on-line para o
monitoramento de espécies quimicas tém evoluido de maneira muito acentuada.
Nas ultimas décadas, poucos temas geraram tanto interesse e agregaram tantas
areas distintas como o desenvolvimento de sensores quimicos e a quimica
enzimatica.

A seletividade das enzimas e a sua capacidade de catalisar reacdes de
substratos com baixas concentracfes sdo de grande uso na andlise quimica.
Diversos métodos séo descritos na literatura, desde a imobilizacdo na superficie de
um eletrodo até a imobilizacdo sobre diferentes substratos, tais como, resinas de
troca idnica, por meios quimicos e/ou fisicos, visando diversas aplicacdes, dentre
elas os acoplados aos sistemas de deteccdo em tempo real. O desenvolvimento de
técnicas de imobilizacdo tem sido importante por proporcionar a reutilizacdo das
enzimas, facilitar a separacdo dos produtos, aumentar a estabilidade em solventes
organicos e exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, a diminuicdo de
alteracoes estruturais, especialmente em seu sitio ativo, representa uma condicao
impar ao sistema com a manutencdo dos parametros enzimaticos por periodos
longos de tempo e anélise.

A analise por injecdo em fluxo tem como mérito desenvolver procedimentos
com alta frequéncia analitica, instrumentacdo de baixo custo, versatilidade, precisédo
e exatiddo nas medidas. A automacdo e a minima intervencdo do analista acoplada
a sistemas de deteccdo espectrofotométricos e eletroanaliticos proporcionam uma
robusta ferramenta para o monitoramento, em tempo real, das espécies quimicas
provenientes de uma reacdo enzimatica. Em especial, os compostos eletroativos
podem ser detectados em um sistema de eletrodos conforme a variavel a ser
determinada (potencial, corrente, concentracéo e tempo).

Os sensores quimicos eletroanaliticos podem responder a mais de uma
espécie eletroativa ao mesmo tempo, ocasionando problemas durante a metodologia
de identificacdo ou quantificacdo de um determinado componente. Por conseguinte,

0 uso de eletrodos modificados e biossensores associados a métodos de automagéo



63

de analises constituem em uma poderosa ferramenta para a resolucao rapida e
confiavel de andlises de amostras complexas, especialmente o mel.

Modificar um eletrodo consiste em atribuir e controlar novas propriedades
fisico-quimicas, através do acoplamento de espécies quimicas ativas (ou ndo) a sua
superficie. Em um eletrodo modificado sua superficie é propositadamente alterada
por adsorcédo, por recobrimento fisico, ou pela ligacdo de espécies especificas. O
resultado consiste em bloquear o acesso ao eletrodo, inibindo alguns processos
quimicos, porém sendo seletivo a outros com propriedades peculiares. A
caracterizacdo de eletrodos pode ser efetuada por métodos eletroquimicos,
espectroscopicos e microscopicos. Os eletrodos modificados freqlentemente
originam correntes mais elevadas do que na auséncia do modificador.

Diante destas consideracbes a principal proposta deste trabalho foi a
combinagcdo entre as pesquisas na area de eletrodos modificados e imobilizacao
enzimatica no desenvolvimento de estratégias para a pesquisas na area de
sensores quimicos para determinacédo de analitos de relevancia alimenticia e clinica.
Com este propésito, este projeto apresentou 0s seguintes objetivos especificos:

1. Estudar a utilizacdo de eletrodos modificados com metais nobres;

2. Desenvolver uma metodologia analitica para quantificacdo de glicose a
partir da concentracédo de peroxido de hidrogénio gerada pela acdo da
enzima glicose oxidase imobilizada em reatores tubulares;

3. Desenvolver metodologia analitica para a quantificacdo de acido
ascorbico em amostras alimenticias por amperometria diferencial;

4. Utilizar ascorbato oxidase extraida de tecido vegetal de Cucumis sativus
L. (pepino) imobilizada sobre resina de troca i6nica;

5. Determinar acido uUrico em amostras de urina, usando a técnica de
amperometria diferencial, fazendo uma comparacdo entre as

guantificacfes pela curva analitica e adicdo de padréo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL GERAL

3.1) Reagentes

Todas as solugdes usadas foram preparadas com reagentes de grau
analitico. Mono- e di-hidrogeno fosfato de potassio foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A solucdo de tampéao fosfato foi preparada dissolvendo-se
os sdlidos em agua deionizada. A resina de troca ibnica Amberlite IRA — 743 e 0
gluteraldeido foram obtidos da Aldrich (Milwaukee, Winsconsin, EUA).

3.2) Imobilizag&o enzimatica

O procedimento adotado para imobilizar enzimas € indicado no esquema da
Figura 14. A resina de troca idnica Amberlite IRA-743 (250 mg) foi inicialmente
tratada com 100 pL de glutaraldeido 0,1 % por 5 minutos, sob agitacdo, depois foi
adicionada a enzima deixando em contato por 10 minutos, também sob agitacdo. A
proxima etapa foi a preparagcdo do reator tubular (tubo de teflon com
aproximadamente ¢ = 0,26 cm, 2,2 cm de comprimento) com a resina modificada
(Figura 15) e lavagem com eletrdlito suporte para retirar o excesso de enzima.
Quando os reatores nao estavam sendo usados eles foram armazenados sob uma
temperatura de -20 °C [90].
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Suporte para a
Imobilizagcdo Enzimética

Glutaraldeido 100 pL (GLU)

»i
«

v

Suporte - GLU
5 minutos, com agitacao

Enzima
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A

Suporte - GLU - Enzima
10 minutos, com agitacéo

l

Reator tubular
(0,26 x 2,2) cm

Figura 14: Diagrama esquematico da imobilizagdo enzimatica.

Figura 15: Reator tubular com enzima imobilizada (0,26 x 2,2 cm).

3.3) Eletrodos e Instrumentacao

Utilizou-se um eletrodo de ouro (3,0 mm de diametro) modificado com paladio,
platina ou platina/paladio. A modificacdo foi feita pela deposicdo eletroquimica
destes metais usando solucdo dos sais K,PtCls e K,PdClg na concentracédo de 0,10
mol L em pH 4,8 e aplicando-se um potencial de — 1,00 V por 15 minutos. O
eletrodo modificado dessa forma permaneceu estavel por uma semana sob intensa

utilizacdo (aproximadamente 8 horas diarias). O eletrodo de referéncia foi um
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pequeno eletrodo de Ag/AgClsa) construido em nosso laboratério [91] e uma agulha
de seringa (1,22 mm de diametro) foi utilizado como eletrodo auxiliar.

Um sistema de fluxo foi empregado, onde as solu¢gbes eram bombeadas por
pressurizacdo utilizando inicialmente uma bomba de aquério e mais tarde substituida
por uma bomba peristaltica (Gilson Minipuls 3) e tubos de teflon de 0,5 mm de
diametro interno. Um potenciostato (u1-AUTOLAB) operando no modo amperométrico

foi utilizado para as medidas eletroanaliticas (Figura 16).

Figura 16: Foto do potenciostato, sistema FIA utilizado. A — potenciostato; B — Célula eletroquimica;
C — Vélvula de injecdo; D — Bomba peristéltica; E — Reservatoério de eletrdlito; F — Injetor Manual e G
— Alca de amostragem.
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4. IMOBILIZAC;NAO DA ENZIMA GLICOSE OXIDASE PARA A
DETERMINACAO AMPEROMETRICA DIFERENCIAL DE
GLICOSE EM DIFERENTES MATRIZES.

4.1) Introducéo

4.1.1) Glicose

Os carboidratos sédo poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas ou substancias
gue liberam tais compostos por hidrélise. O termo sacarideo é derivado do grego
sakcharon que significa acgucar. Por isso, sdo assim denominados, embora nem
todos apresentem sabor adocicado. O termo carboidratos denota hidratos de
carbono, designacéao oriunda da férmula geral (CH,0), apresentada pela maioria
dessas moléculas. Os carboidratos podem ser divididos em trés classes principais
de acordo com o numero de ligacbes glicosidicas: monossacarideos, oli-
gossacarideos e polissacarideos [92, 93].

Na Figura 17 estdo mostradas as estruturas da glicose e a da frutose, os dois
monossacarideos mais abundantes na natureza. Glicose e frutose sao os principais
acucares de muitas frutas, como uva, macéa, laranja, péssego etc. A presenca da
glicose e da frutose possibilita, devido a fermentacéo, a producdo de bebidas como
0 vinho e as sidras cujo processo é anaerébio e envolve a acdo de microorganismos.
Nesse processo, 0s monossacarideos sdo convertidos, principalmente, em etanol e
dioxido de carbono com liberacdo de energia [94].

Nos seres humanos, o metabolismo da glicose € a principal forma de
suprimento energético, fornece quatro calorias de energia por grama. A partir da
glicose, uma série de intermediarios metabdlitos pode ser suprida, como esqueletos
carbbnicos de aminoacidos, nucleotideos, acidos graxos etc. A glicose também € um
dos principais produtos da fotossintese e inicia a respiracdo celular em procariontes

e eucariontes na temperatura ambiente [94].


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fotoss�ntese
http://pt.wikipedia.org/wiki/Respira��o_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Procarionte
http://pt.wikipedia.org/wiki/Eucarionte
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CH—0 CHy—0OH
HC —0H L==0
HO—CH HO—CH
HC —OH HC —0OH
|
CH—0H CH—0OH
Fige ——H HaC —OH
D-glicose D-fritose

Figura 17: Representagdo das estruturas quimicas da D-Glicose e D-Frutose. Fonte: Junior
Francisco (2008) [94].

Os monossacarideos consistem somente de wuma wunidade de
poliidroxialdeidos ou cetonas, as quais podem ter de trés a sete atomos de carbono.
Devido a alta polaridade, sao solidos cristalinos em temperatura ambiente, soltuveis
em agua e insoluveis em solventes ndo polares. Suas estruturas sao configuradas
por uma cadeia carbbnica ndo ramificada, na qual um dos atomos de carbono é
unido por meio de uma dupla ligacdo a um atomo de oxigénio, constituindo assim
um grupo carbonila. O restante dos atomos de carbono possui um grupo hidroxila
(dai a denominacéo de poliidroxi). Quando o grupo carbonila esta na extremidade da
cadeia, o monossacarideo é uma aldose. Caso o0 grupo carbonila esteja em outra
posicao, 0 monossacarideo é uma cetose [27].

Por maior simplicidade, os monossacarideos sao representados na forma de
cadeia linear. Todavia, aldoses com quatro carbonos e todos os monossacarideos
com cinco ou mais atomos de carbono apresentam-se predominantemente em
estruturas ciclicas quando em solucfes aquosas. Outra importante caracteristica dos
monossacarideos € a presenca de pelo menos um carbono assimétrico (com
excecdo da diidroxicetona), fazendo com que eles ocorram em formas isoméricas
oticamente ativas [27].

Uma importante propriedade dos monossacarideos é a capacidade de serem
oxidados por fons ctpricos (Cu?*) e férricos (Fe**). Os acuicares com tal propriedade
sdo denominados acucares redutores. O grupo carbonila € oxidado a carboxila com
a concomitante reducdo, por exemplo, do fon clprico (Cu®") a cuproso (Cu*). Tal

principio € util na analise de agUcares e, por muitos anos, foi utilizado na
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determinacdo dos niveis de glicose no sangue e na urina como diagnostico da
diabetes mellitus [94].

O diabetes mellitus € uma doenca crbnica, caracterizada pelo excesso ou a
desregulada concentracdo de glicose no sangue. De acordo com a Associacéo
Americana de Diabetes, para o diagnéstico da doenca sdo necessarias
concentragbes acima de 126mg/dL de glicose em dois dias diferentes, sendo o
exame feito em jejum. Em individuos com fatores de risco para diabetes, como
obesidade, histérico de familiar em primeiro grau com a doenca e/ou hipertenséo, o
rastreamento precoce, mesmo em fase assintomatica, minimiza os danos a saude.
Diabetes é uma situacao clinica freqiente, acometendo cerca de 7,6% da populacdo
adulta entre 30 e 69 anos e 0,3% das gestantes, sendo que 50% destes portadores
de diabetes desconhecem o diagnostico [95].

Embora existam quadros diabéticos associados a patologias especificas
(diabetes secundaria, associada a desnutricdo e fibrocalculoso, entre outras), os

tipos mais prevalentes s&o o tipo I, Il e a diabetes gestacional.

a) Diabetes tipo I: € mais freqiente em pessoas com menos de 35 anos, embora
possa acometer individuos em qualquer idade. Ocorre quando o organismo
deixa ou diminui a producéo de insulina no pancreas, demandando doses
diarias desta substancia para manter os niveis normais de glicose sanguinea.
E acompanhada de sintomas do tipo: emagrecimento, sensacdo de falta de
forca, fome e sede intensas, necessidade de urinar diversas vezes, nauseas,
etc. [95].

b) Diabetes tipo Il: ocorre geralmente apds os 40 anos, € muito mais prevalente
gue a do tipo | e esta fortemente associada a obesidade e baixa atividade
fisica. Do contrario ao que ocorre no tipo I, na Diabetes do tipo Il 0 organismo
produz insulina, mas ocorre uma incapacidade de absorcdo por parte do
tecido adiposo e muscular. Em muitos casos, ndo se faz necessario o uso
diario e doses de insulina, porém é acompanhada de sintomas que afetam a
visao, dificuldade de cicatrizagdo, sensagao de “formigamento” e frequientes
guadros infecciosos [95].

c) Diabetes Gestacional: é um quadro de alteracdo que, semelhante ao tipo Il, o
organismo apresenta dificuldades de absor¢cdo da insulina produzida. Em

muitos casos, 0s sintomas desaparecem apoés o parto. Os fatores de risco
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também sdo similares ao tipo Il, sendo mais freqlente em pessoas acima de
25 anos, com quadro de obesidade ou ganho excessivo de peso e ritmo de
vida sedentario [95].

4.1.3) Quantificacao da glicose

Atualmente varias técnicas enzimaticas sdo usadas para a determinacao de
glicose, as quais incluem o uso da glicose oxidase (Gox).

A Gox é uma proteina dimérica com um peso molecular de 160 kDa.
Apresenta uma forma elipsoidal, com um alto conteddo de estrutura secundaria
(28% hélice e 18% folha). E usualmente obtida de Aspergillus Niger, é uma
flavoproteina que catalisa a oxidacdo da B-D-Glicose a D-Glucono-1, 5-lactona e
peroxido de hidrogénio, usando oxigénio molecular como receptor de elétrons. O
produto inicial de oxidacdo da glicose é o D-Glucono-1, 5-lactona que hidrolisa
espontaneamente em acido glucénico (Figura 18). Esta enzima tem pHgtimo= 5,6, pl
= 4,2, estabilidade frente ao pH entre 4,0 e 7,0, mantendo cerca de 50% de sua
atividade inicial em pH 3,5 a 7,5. A GOX atua bem em temperaturas entre 30 e 40°C,

tornando-se instavel acima de 50°C [96].

OH OH O OH OH O
H Glicose oxidase :
"o A NH+ H0 + O » HO on +H0:
i H - - Peroxido de
OH OH -~ OH OH Hidrogénio
B-D-Glicose Acido glucénico

Figura 18: Reacdo de oxidacao da glicose.

A acédo da Gox é efetiva em duas fases. Na primeira, que consiste na reducao
do grupo prostético FAD para FADH,, dois &tomos de hidrogénio séo transferidos da
glicose para o grupo prostético FAD, formando-se a D-glucono-1,5-lactona. Na
segunda, que consiste na oxidacdo do FADH,, a enzima transfere os dois atomos de
hidrogénio diretamente para o oxigénio molecular (O,) originando o H,0,. A D-
glucono-1,5-lactona reage com a agua, espontaneamente, ou por acao da enzima

gluconolactonase, formando o acido glucénico. O perdxido de hidrogénio, devido ao
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seu potencial redox elevado, interfere na acdo da Gox em alguma extenséo, ja que o
mecanismo da enzima envolve a alternancia entre os estados oxidado e reduzido de
seu grupo prostético [97]. Segundo Tomotani e colaboradores (2005) [98], o H,0,
em concentracdo acima de 1,22 mmol L™ causa inibico reversivel ndo competitiva
da Gox, provavelmente por interferir no grau de oxidacdo do atomo de ferro
existente em cada uma de suas cadeias peptidicas. A atividade da Gox é favorecida,
guando os atomos de ferro da molécula encontram-se em seu menor estado de
oxidacdo (Fe*?). Por isso, torna-se importante o uso da catalase para decompor o
H,O, em agua e oxigénio molecular. A Gox comercial ja vem “contaminada” com
catalase, porém em quantidade insuficiente para decompor o H,O, formado durante
a oxidacao da glicose, sendo necessaria sua adicdo no processo.

A glicose oxidase pode ser usada tanto na forma sollvel quanto na forma
imobilizada, devido a sua alta especificidade pela glicose. Ela apresenta importancia
comercial consideravel na industria de alimentos, usada em associacdo com a
catalase para a desglicosacdo de ovos e como agente estabilizador das
propriedades organolépticas de alimentos em geral [99]. Em outras aplicacfes, a
GOX é usada em associacdo com a peroxidase em kits enzimaticos para dosagem
de glicose em solucéo e na presenca de ortodianisidina como indicador colorimétrico
[100], em medicamentos anticancerigenos, para produzir o radical livre perdxido
(HOO¢*) de forma a auxiliar na morte de células tumorais [101], em biossensores na
forma ndo associada [102] e na forma associada a outras enzimas, a complexos
inorganicos ou complexos organicos [103], na remocado de oxigénio em refrigerantes
e enlatados [104] e na estimativa da transferéncia do oxigénio em processos
fermentativo semi-sélido [105].

No caso do emprego da Gox para a conversédo da glicose em acido glucénico,
dispbe-se de reatores de dimensdes reduzidas para fins puramente analiticos
(dosagem de glicose “on line”, acoplados a aparelhos analiticos ou diretamente ao
reator principal ou de maior porte). Dentre estes ultimos, observa-se da literatura que
0s reatores usados sdo do tipo leito fixo em sua maioria, porém, quando raramente
do tipo reator com membrana, a Gox acha-se unida a membrana [106]. Reatores do
tipo leito fluidizado sdo também usados na conversdo glicose/acido gluconico,
estando a Gox aprisionada dentro de polimeros [107] ou dentro de lipossomas
ligados covalentemente a quitosana [108]. Recentemente, Neves e Vitolo (2007)

[109] descreveram a oxidacdo da glicose em acido glucoénico pela Gox solubilizada
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no meio reacional, usando um reator com membrana unimodular, ao qual foi
acoplada em sua base uma membrana de ultrafiltracdo de carater hidrofilico e
constituida por celulose regenerada. Esta mesma reacao também foi executada
usando a Gox imobilizada em resina trocadora de ions, a qual foi mantida em
suspensao no meio reacional. Neste caso, o reator com membrana unimodular foi
acoplado a uma membrana de microfiltracdo, permitindo realizar a reacdo de modo
continuo e em regime permanente com tempo de residéncia menor [110].

Os produtos dessa reacao podem ser determinados
espectrofotometricamente, reagindo o peroxido de hidrogénio para produzir um
produto colorido [111-113]. Outra forma possivel de deteccdo é a eletroquimica,
através da quantificacdo de produtos eletroativos, como o H,0,, empregando-se
geralmente, eletrodos ou microeletrodos modificados de ouro, platina ou carbono
vitreo [90, 114-116]. Os potenciais tipicos aplicados sdo em torno de +0,7 a +0,9V
guando usado como eletrodo de referéncia o eletrodo saturado de calomelano [117].
Entretanto, muitas substancias podem interferir nas medi¢des e por isso a utilizacao
de biossensores com enzimas imobilizadas esta sendo vastamente empregada para
a analise de peroxido de hidrogénio, incluindo métodos espectrofotométricos [118,
119], fluorimétricos [120, 121], quimioluminescentes [122, 123] e eletroquimicos [90].

Outras técnicas também sdo descritas para a quantificacdo de glicose em
diferentes matrizes como eletroforese capilar com deteccao ultravioleta/visivel [124],
cromatografia a gas com detector de ionizagdo de chama apdés a derivatizacdo da
amostra [125] e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) com detector
ultravioleta/visivel [126-128].
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4.2) Parte experimental especifica

4.2.1) Reagentes

A glicose foi obtida da Merck (Darmstadt, Alemanha). A enzima glicose
oxidase (EC 1.1.3.1.4 - 159 U mg™), peroxidase (EC 1.11.1.7-115 U mg™) , fenol e 4
— aminoantipirina foram obtidos da Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Solucées
diluidas de glicose foram preparadas diariamente utilizando tampao fosfato (pH 7,4;
0,1 mol LY.

4.2.2) Amostras

Trabalhou-se com oito amostras de mel de diferentes regides e floradas. Para
a determinacdo de glicose nestas amostras, usando a analise amperomeétrica, uma
massa aproximada de 250 mg de amostra foi pesada diretamente em um baldo de
10,00 mL (solucéo A) dissolvida em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH=7,4. Em seguida,
uma aliquota de 80 pL desta solugao foi diluida em um baldo de 25,00 mL e injetada
no sistema em fluxo. Para a andlise espectrofotométrica 20 uL da solugdo A foi
adicionada a 200 L de 4 aminoantipirina (3 mmol L™), 500 L de fenol (16 mmol L’
1), 500 pL de solugdo de peroxidase (60 U mL™) e 500 pL de solucdo de glicose
oxidase (82 U mL™) em um volume final de 10,00 mL.

Para a analise de glicose em agua de coco foram usadas seis amostras,
sendo cinco delas processadas e uma natural. Para a analise amperométrica, um
volume de 65 uL de amostra foi transferido diretamente para um baldo de 100,00 mL
que teve seu volume completado com tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH=7,4. Para a
analise espectrofotométrica 2,00 mL da amostra foi diluida em 25,00 mL de tampéao
fosfato 0,1 mol L™ pH=7,4, em seguida & 80uL desta solucéo foram adicionados 200
uL de 4-aminoantipirina (3 mmol L™), 500 uL de fenol (16 mmol L™), 500 pL de
solucdo de peroxidase (60 U mL™) e 500 uL de solugéo de glicose oxidase (82 U mL
Y em um volume final de 10,00 mL.

Para a forrageira, a analise foi feita com 6 amostras do género Brachiaria
espécie Brizanta, as quais passaram por um processo de extracdo onde

aproximadamente 1 g de amostra foi adicionada a 75,00 mL de etanol 80% e
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deixada no ultrassom por 1 h. O sobrenadante foi descartado e o residuo sdlido foi
seco em estufa (T = 120°C) por 3 h. Entdo 250 mg desse material seco foi tratado
com 5,00 mL de H,SO, 12 mol L™ e deixado em um banho ultratermostatico (T=30°C
por 1h, em seguida adicionou-se aproximadamente 45,00 mL de H,O e esta mistura
permaneceu por mais 1 h em uma chapa de aquecimento (T = 100°C). Para finalizar,
a amostra foi filtrada, o residuo sélido descartado e a solugdo teve seu volume
ajustado para 100,00 mL [129].

4.2.3) Eletrodos e Instrumentagéo

Utilizou-se um eletrodo de ouro (3,0 mm de diametro) modificado com
platina/paladio, para as amostras de agua de coco e forrageira, e somente com
platina para a amostra de mel. O sistema de fluxo utilizado consistia de duas etapas,
na primeira a amostra era introduzida diretamente no sistema de deteccdo, na
segunda a amostra era inserida na linha contendo o reator enzimatico (glicose
oxidase), antes do sistema de deteccéao.

Para as amostras de mel foram usados dois reatores: o primeiro com
peroxidase e 0 segundo com glicose oxidase, isto porque o mel tem H,O,
naturalmente em sua composicdo [118] e este passa pelo reator de glicose oxidase
sem ser eliminado e é detectado juntamente com o H,O, gerado pela oxidacdo da
glicose.

Para andlise espectrofotométrica utilizou-se um espectrofétometro modelo
UV-1601PC (SHIMADZU, Kyoto, Japan) (Figura 19), equipado com emissdo de
duplo feixe simultaneo, celas de quartzo, com caminho 6tico de 1 cm e operando em

um comprimento de onda de 510 nm.

Figura 19: Espectrofotdmetro Shimadzu® UV 1601 PC.
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4.2.4) Procedimento

O método proposto para determinacdo de glicose usando a técnica
amperométrica foi baseado na deteccdo do peroxido de hidrogénio produzido na
reacdo de oxidacdo da B-D-glicose pela glicose oxidase, que gerou o &cido
glucénico e o H,O, (produto eletroativo). O método proposto consiste em duas
injecBes: (1) amostra sem tratamento enziméatico (sinal referente & concentragdo dos
interferentes) e (2) amostra com tratamento enzimatico (sinal referente a
concentracdo dos interferentes e H,O, gerado), por diferenca é possivel quantificar a
glicose nas amostras. Como as amostras de mel contém H,O, [118], fez-se
necessario a utlizacdo de dois reatores enzimaticos, um contendo a enzima
peroxidase e outro a enzima glicose oxidase, a primeira com a funcao de eliminar o
peroxido de hidrogénio presente na amostra e a segunda de oxidar a glicose a ser
analisada.

No meétodo espectrofotométrico, a glicose da amostra sofreu a acdo da
glicose oxidase em presenca de oxigénio produzindo peréxido de hidrogénio; este,
em presenca de fenol e de 4 - aminoantipirina sofre a acdo da peroxidase
produzindo um composto réseo-avermelhado (antipirilquinonimina) com maximo de

absorcdo em 510 nm.
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4.3) Resultados e discussdes

4.3.1) Mel

4.3.1.1) Eletrodo e potencial de oxidacao

Os seguintes eletrodos foram estudados: ouro sem modificacdo (Au), ouro
modificado com platina (AuPt) e ouro modificado com paladio (AuPd). Na Figura 20
€ mostrado que o eletrodo de ouro modificado com platina mostrou-se mais sensivel
guanto a deteccédo de H,0O,, observando-se um aumento na corrente de oxidacao.
Pode ser observado também, na mesma figura, que o potencial de oxidacéo, +0,6 V
(vs. Ag/AgCl) mostrou-se mais favoravel a ser aplicado ao eletrodo de ouro
modificado com platina.

4.3.1.2) Vazéo e volume da al¢ca de amostragem

Na Figura 21 é mostrado a influéncia do volume da alca de amostragem
(figura 21A) e a influéncia do fluxo (figura 21B) no sinal analitico. Foram estudadas
alcas com volume interno variando de 50 a 300 pL. Pode-se observar que quando o
volume aumenta a corrente também aumenta, isto € mais significativo até o volume
de 250 pL. O volume de 250 uL foi escolhido para os estudos subsequentes.

A vazdo estudada variou de 0,8 a 3,5 mL min.™, para taxa de vazao mais altas
a enzima imobilizada no reator ndo foi capaz de converter toda glicose em perdoxido
de hidrogénio. Uma vazdo de 1,5 mL min.™ foi escolhida como a mais adequada,
devido ao fato de combinar boa reprodutibilidade, alta eficiéncia, menor consumo de
solucdo carregadora (tampao fosfato) e completa transformacdo da glicose em

perdxido de hidrogénio e D-gluconato.
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Figura 20: Voltamogramas ciclicos de H,0, 10 mmol L™ em tamp&o fosfato (pH 7,4; 0,1 mol L™)
usando eletrodos de AuPd (A), AuPt (B) e Au (C). Velocidade de varredura: 100 mVs™. Potenciais de
oxidacg&o do eletrodo de AuPt.
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Figura 21: Injecdes de glicose 80 pymol L™ para a escolha da melhor condicdo de trabalho. (A)
Volume de amostra de 50 a 300 uL e (B) vazédo de 0,8 a 3,5 mL min*. As medidas foram feitas com
um eletrodo de ouro modificado por eletrodeposicdo de platina. Potencial aplicado + 0,6 V (vs.
Ag/AgCl(say).
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4.3.1.3) Comprimento do percurso analitico, quantidade de enzima e seletividade

Um fator que influencia na dispersao dos sinais transientes e sensibilidade
das andlises € o comprimento do caminho percorrido pela amostra desde o ponto de
injecdo até a célula eletroquimica. Percursos analiticos extensos aumentam o tempo
de residéncia da amostra no sistema e originam picos de oxidacao alargados com
baixa precisao nas analises.

A Figura 22 mostra a influéncia do comprimento do percurso analitico (figura
22A) e a quantidade de enzima usada na construcéo do reator (figura 22B) sobre o
sinal da corrente.

Foram estudados comprimentos de percurso que variaram de 20 a 105 cm.
Assim, pode-se observar que quanto mais longo o percurso menor o sinal analitico,
isto deve-se ao fato de ocorrer uma maior dispersdo da zona da amostra. O
comprimento do percurso escolhido foi de 20 cm.

A quantidade de enzima deve ser suficiente para converter completamente a
B-D-glicose para H,O- (produto eletroativo), por isso fez-se necessario o estudo para
verificar a quantidade ideal de enzima a ser empregada. Para iSso usou-se uma
soluc&o de glicose de 80 pmol L™ e variou-se a quantidade de enzima de 1 a 12 mg
(159 U mg™?) e pode-se observar que acima de 8 mg ndo ocorre mais ganho de
corrente, entdo esta quantidade foi escolhida como sendo suficiente.

Como a amostra de mel é constituida de 31 % de glicose e 38 % de frutose foi
feito um teste injetando glicose e glicose + frutose para verificar a influéncia deste
analito no método, ou seja verificar se a enzima glicose oxidase era realmente
seletiva a glicose, os resultados confirmaram que a glicose oxidase é altamente
seletiva.

A Tabela 6 resume as condi¢des otimizadas para a quantificacdo de glicose

nas amostras de mel.



Tabela 6: Condi¢des otimizadas na analise de glicose em amostras de mel.
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Parametros

CondigOes Otimizadas

Eletrodo de trabalho
Potencial de Oxidacao
Vazao

Volume da alga de amostragem
Comprimento do percurso analitico

Quantidade de enzima

AuPt

+0,6V

1,5 mL min?
250 pL

20 cm

8 mg (159 U mg?)

0,14

0,12 4

0,10 4

0,08 4

I/ pA

0,06

0,04 4

A

0,02 ;
20

T
40 60 80 100

Comprimento do percurso analitico / cm

2,0

1,5

I/ pA

0,5

0,0 ;

6 9 12
Quantidade de enzima / mg

15

Figura 22: Injegdes de glicose 80 pmol L™ para a escolha da melhor condicdo de trabalho. (A)
Comprimento do percurso analitico de 20 a 105 cm e (B) Quantidade de enzima de 1 a 12 mg (159 U
mg™"). As medidas foram feitas com um eletrodo de ouro modificado por eletrodeposicdo de platina.
Potencial aplicado + 0,6 V (vs. AQ/AQClsar).
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4.3.1.4) Curva analitica

A Figura 23 mostra a resposta amperométrica do eletrodo de ouro modificado
com platina para sucessivas injecdes de 250 L de glicose de 5,2 x 10®° mol L™ a 20
x 10° mol L' A proporcionalidade entre as correntes de oxidacdo e as
concentracbes de glicose foram confirmadas através da curva analitica, a qual
obteve a seguinte equacdo da reta: I(A) = 1,104 x 10 + 0,008 [glicose] (mol L™); e
coeficiente de correlacdo, 0,999. O limite de deteccdo e quantificagcdo foram
calculados a partir das equacdes 1 e 2 respectivamente, tendo sido obtidos os
valores 8,54 umol L™ para o limite de deteccdo e 25,9 pmol L™ para o limite de
guantificacdo nas condicdes adotadas no presente estudo. A repetitividade de
medicao para 50 inje¢cdes apresentou um desvio padrao relativo (R.S.D.) menor que
5%.

np
Nn=333—
2 3 (1)

DpP
=10— 2
Lo 7 (2)

Onde:
LD e LQ, Limite de deteccao e de quantificacdo, respectivamente;
DP é o desvio padréo do branco;

B é o coeficiente angular da reta de calibracéo

1,8

oo+—TTTT T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 22

Concentragéo de glicose / pmol L™

Figura 23: Curva analitica para a quantificacdo da glicose nas amostras de mel com concentracfes
variando de 52 a 200 ymol L™,
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4.3.1.5) Analise das amostras

Sob as condi¢des otimizadas, 0 método acoplado amperometria-FIA utilizado
para a determinagdo de glicose em oito amostras foi baseado em duas etapas de
injecdo em fluxo: (1) injecdo das solugbes padrbes tratadas enzimaticamente com
Gox imobilizada e (2) injecbes das amostras tratadas enzimaticamente com Pox
(peroxidase) e Gox imobilizadas. O reator com Pox imobilizada foi capaz de eliminar
completamente o H,O, presente na amostra, uma condicdo fundamental para
aplicacdo nas amostras, visto que mel contém H,0, [118]. As respostas de corrente
para as amostras A1-A8 estdo mostradas no fiagrama da figura 24.

2,0
P4
P4
101 A3
A4
P3
AL P3
A2 A5 A6 p7 A8
1,21
<
32 P2 P2
08
P1
P1
0,4 1
0,0
T T T T T T T T T T T T T
0 300 600 900 1200 1500 1800

Tempo /s

Figura 24: Fiagrama da curva analitica (P1-P4) para a quantificacdo da glicose com concentraces
variando de 5,2 a 20 x 10”° mol L™ e 8 amostras de mel (Al a A8).

Na Tabela 7 e na Figura 25 sdo comparados os resultados das analises por
amperometria desenvolvida neste trabalho e usando a detec¢éo espectrofotométrica
para oito amostras diferentes de mel. O teste t Student (aplicado para comparar dois
métodos diferentes com medicdes simples em amostras diferentes) mostra que o0s
valores (texperimental < tiesrico; 2,0 < 2,4, n=7, P=0,05) ndo apresentaram diferenca
significativa, o que € um indicativo forte da auséncia de erros sistematicos. Também
foi realizado o teste de recuperagdo nas amostras, os valores oscilaram entre 89 e

105%, sugerindo a exatiddo do método. A principal desvantagem do presente
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método € a inativacdo da Gox apos 60 injecdes, requerendo a constru¢cdo de um
novo reator. Uma boa correlacdo entre os métodos amperométricos e
espectrofotométricos foi encontrada (R=0,71), o intervalo de confianca para a
inclinacéo e intercepto foram (11,58 + 7,45) e (0,60 = 0,24)% m/m, respectivamente,
para um nivel de confianca de 95%. Também de acordo com a Tabela 8 e com o
coeficiente de correlagdo linear obtido (R=0,71) conclui-se, que existe uma
correlacdo de grau FORTE entre os niveis de glicose quantificados pela metodologia

espectrofotométrica e amperométrica diferencial.

Tabela 7: Resultados obtidos na analise de glicose (% m/m + desvio padrdo) em amaostras de mel.

A . Origem geografica (Florada  Glicose (% m/m) Glicose (% m/m)
mostra
predominante) (Amperomeétrica) (Espectrofotométrica)
Al Juiz de Fora (Laranjeira) 32,8+0,7 31,3+0,4
A2 Teresopolis (Laranjeira) 32,6 0,9 32,0+0,8
A3 Vicosa (Silvestre) 29,7+1,1 30,8+1,1
A4 Santa Barbara (Velame) 326+1,2 29,1+0,1
A5 Feira de Santana 28,8 +0,8 28,2 +0,3
(Cassutinga)
A6 Japao (Rengue) 285+1,1 28,5+0,7
A7 Teresopdlis (Eucalipto) 30,0+0,4 31,0+1,0
A8 Teresopolis (Bracatinga) 27,705 27,1+0,1
Média - 30,4 29,8
Valor minimo - 27,7 27,1
Valor maximo - 32,8 32
40
B
5 35 -
E . ..--".' n
é . -
X
E- 25
[%2]
o
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20 +- T T T T T T T
20 25 30 35 40
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Figura 25: Comparacao de resultados obtidos pelos métodos de amperometria e espectrofotometria
para andlise de glicose em oito diferentes amostras de mel. Intercepto e inclinacéo, respectivamente
(valor £ desvio padréo): 11,58 + 7,45 % e 0,60 * 0,24.



Tabela 8: Avaliacao qualitativa do grau de correlagéo de Pearson entre duas variaveis

IR| A correlacédo é dita
0 NULA
0..0,3 FRACA
0,3|...0,6 REGULAR
0,6]...0,9 FORTE
0,9 ..1 MUITO FORTE
1 PLENA OU PERFEITA

Fonte: Callegari-Jaques (2003) [130]
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4.3.2) Agua de coco

4.3.2.1) CondicOes de analise

Através da técnica de voltametria ciclica foram testados os seguintes
eletrodos: ouro sem modificar (Au), ouro modificado com platina (AuPt) e ouro
modificado com paladio (AuPd) também testou-se a utilizacdo de eletrodo de ouro
modificado com uma mistura equimolar de paladio e platina depositados
simultaneamente (AuPdPt). Na Figura 26 é mostrado que o eletrodo AuPdPt
mostrou-se mais eficaz quanto a deteccdo de H,O,, observando-se um aumento da
corrente de oxidacdo e também um menor tempo de deposi¢cdo. Parte do aumento
da corrente deve ser, provavelmente, ao aumento da area superficial efetiva do
eletrodo. Quanto aos potenciais de oxidacéo, +0,6 V (vs. Ag/AgCIl) mostrou-se ser 0
mais favoravel a ser aplicado em comparacdo com o eletrodo de ouro modificado

com platina e paladio.

250 250
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AuPt . [] [ ] 200 B @ n M -
n
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® > o &
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100 Au Pd 100 o
u L]
50 . . . 50 - i
< . - . .
= 04 a s 7Y : A A A 01 u b
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-50 - -50 i
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n | ]
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Figura 26: (A) Estudo do eletrodo de trabalho, utilizando a voltametria ciclica. Dados: [H,0,]10 mmol
L™: eletrdlito; tampao fosfato (pH 7,,4; 100 mmol L™), eletrodos estudados: de Au, AuPd, AuPt e
AuPdPt, Velocidade de varredura; 100 mVs™.(B) Potenciais de oxidacao do eletrodo de AuPdPt.

Na Figura 27 € mostrada a influéncia do volume da alca de amostragem (em
27A) e do fluxo (em 27B) sobre o sinal analitico. Foram estudadas alcas com volume

interno variando de 50 a 300 pL e vazées de 1,5 a 4 mL min.™.
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Figura 27: Injecdes de glicose 80 umol L™ para a escolha da melhor condicdo de trabalho. (A)
Volume da alca de amostragem de 50 a 300 uL e (B) taxa de vazdo de 1,5 a 4,0 mL min™. As
medidas foram feitas com um eletrodo de ouro modificado por eletrodeposicdo de platina e paladio.
Potencial aplicado 0,6 V (vs. Ag/AgCl(say)-

Na Tabela 9 estdo condi¢cGes de analise otimizadas para a quantificacdo de

glicose nas amostras de agua de coco sdo resumidas.

Tabela 9: Condicdes utilizadas na anélise de glicose em amostras de 4gua de coco.

Parametros Condicdes Otimizadas
Eletrodo de trabalho AuPdPt

Potencial de Oxidacao +0,6V

Vazéo 1,5 mL min™

Volume da alca de amostragem 250 pL

Comprimento do percurso analitico 20 cm

Quantidade de enzima 8 mg (159 U mg?)

4.3.2.2) Curva analitica

A proporcionalidade direta entre as correntes de oxidacao e as concentracfes
de glicose [(P1) 30 pmol L™ a (P6) 130 umol L] foram confirmadas através da curva
analitica, mostrada na Figura 28, da qual obteve a seguinte equacdo da reta: I(A) =
7,81 x 10 + 4,58 x 103[glicose] (mol L™); com coeficiente de correlacdo, 0,998. A

repetitividade da medicdo da amostra apresentou um R.S.D. menor que 5%.
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Figura 28: Curva analitica para a quantificacdo da glicose nas amostras de agua de coco com

concentragdes variando de 30 a 130 pmol L™,

4.3.2.3) Analise das amostras

O método acoplado amperometria-FIA utilizado para a determinacdo de

glicose nas seis amostras de agua de coco foi baseado em uma Unica etapa, onde

as solucbes padrées e as amostras foram tratadas enzimaticamente com Gox

imobilizada. A Figura 29 mostra o fiagrama com as respostas de corrente para o0s

padrdes (P1-P6) e as amostras (A1-A6).

T
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T
G0
T | &
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Figura 29: Fiagrama da curva analitica (P1-P6) com concentracdes variando de 30 a 130 pmol L™ e 6

amostras de agua de coco (Al a A6).
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Na Tabela 10 e na Figura 30 sdo comparados os resultados das andlises por
amperometria desenvolvida neste trabalho e usando a espectrofotometria como
método de comparacgdo para seis amostras diferentes de agua de coco. O teste t
Student mostra que os valores (texperimental < tesrico; 1,88 < 2,57, n=5, P=0,05) néo
apresentaram diferenga significativa. Uma correlacdo positiva grau MUITO FORTE
(com coeficiente de correlacdo de Pearson, R= 0,99) entre os métodos
amperomeétricos e espectrofotométricos foi encontrado, o intervalo de confianga para
a inclinacéo e intercepto foram (0,97 + 0,10) e (0,46 + 2,69) gL™, respectivamente,

para um nivel de confianca de 95%.

Tabela 10: Resultados obtidos na analise de glicose (gL™ + desvio padrdo) em amostras de agua de
coco.

Glicose (gL™) Glicose (gL™)

Amostras Amperometria Espectrofotometria
Al 19,85+ 0,18 20,60 + 0,20
A2 19,53 +0,11 19,78 £ 0,14
A3 35,73+0,31 34,20 + 0,35
Ad 19,11 + 0,02 17,24 + 0,21
A5 25,90 + 0,05 25,03 £ 0,08
A6 28,19+ 0,16 29,94 + 0,21
Média 24,72 24,46
Valor minimo 19,11 17,24
Valor maximo 35,73 34,20
36 -
) .
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Figura 30: Comparacao de resultados obtidos pelos métodos de amperometria e espectrofotometria
para andlise de glicose em seis diferentes amostras de agua de coco. Intercepto e inclinacao,
respectivamente (valor + desvio padrdo): (0,46 + 2,69) g L™ e (0,97 + 0,10).



4.3.3) Forrageira

4.3.3.1) Condic¢Oes de analise
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Na Tabela 11 sédo resumidas as condi¢c6es usadas na andlise de glicose em

amostras de forrageira.

Tabela 11: Condi¢des usadas na analise de glicose em amostra de forrageira.

Parametro Condicdo Otimizada
Eletrodo de trabalho AuPtPd
Potencial de oxidacao +0,6 V
Vaz&o 1,5 mL min.*
Volume da alca de amostragem 250 uL
Comprimento do percurso analitico 20 cm
Quantidade de enzima 8 mg

4.3.3.2) Curva analitica

A proporcionalidade direta entre as correntes de oxidacao e as concentracdes

de glicose [(P1) 30 pmol L™ a (P5) 110 umol L™] foram confirmadas através da curva

analitica, mostrada na Figura 31, da qual obteve a seguinte equacédo da reta: I(A) =
6,69 x 10® + 0,00424 [glicose] (mol L™); com coeficiente de correlacdo, 0,997. A

repetitividade da medicdo apresentou um R.S.D. menor que 5%.
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Figura 31: Curva analitica para a quantificacdo da glicose nas amostras de forrageira com

concentracdes variando de 30 a 110 pmol L™,
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4.3.3.3) Analise das amostras

O método utilizado para a determinacdo de glicose nas seis amostras de
forrageira foi baseado em uma Unica etapa onde as solucdes padrdes e as amostras
foram tratadas enzimaticamente com Gox imobilizada. A Figura 32 mostra o
flagrama com as respostas de corrente para os padrdes (P1-P5) e as amostras (Al-
AB).

141

1,054

P5 PS5
‘i 07- P4 a6 i P4

P3
P2 | ALAZ  ag P

| Ullflil

['. ii}llz' | Ik.' |Jll L-.I M‘ | JII

0 500 1000 1500 2000 2500

Tempo / &

M:..}J
n
— g
P e r— L
e ea——
L=
L T—
e
- —
——

Figura 32: Fiagrama da curva analitica (P1-P5) com concentra¢des variando de 30 a 110 pmol L'e6
amostras de forrageira (Al a A6).

Na Tabela 12 e na Figura 33 sdo comparados os resultados das analises por
amperometria e usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) como
método de comparacdo para seis amostras diferentes de forrageira. O teste t
Student mostra que os valores (texperimental < ttesrica; 0,70 < 2,57, n=5, P=0,05) n&o
apresentaram diferenca significativa. Uma correlacédo positiva grau MUITO FORTE
(com coeficiente de correlacdo de Pearson, R= 0,96) entre os métodos
amperométricos e cromatograficos foi encontrado, o intervalo de confianca para a
inclinacdo e intercepto foram (0,89 + 0,08) e (12,41 + 12,51) mg g3

respectivamente, para um nivel de confianca de 95%.
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Tabela 12: Resultados obtidos na andlise de glicose (mg g'1 *+ desvio padrdo) em amostras de

forrageira

Glicose (mg g™)

Glicose (mg g™)

Amostras Amperometria HPLC
Al 101,2+1,0 101,2 +4,7
A2 156,7 + 2,6 1416 £0,9
A3 102,4 +2,9 102,4 + 4,9
A4 1099+2,1 1189+ 3,1
A5 162,1 +2,6 1595+2,1
A6 191,0+8,1 188,4 + 3,2
Média 137,2 135,3
Valor minimo 101,2 101,2
Valor maximo 191,0 188,4
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Figura 33: Comparacéo de resultados obtidos pelos métodos de amperometria e cromatografia para
andlise de glicose em seis diferentes amostras de forrageira. Intercepto e inclinacéo, respectivamente

(valor + desvio padréo): (12,41 + 12,51) g L™ e (0,89 + 0,08).

4.4 Consideracg0Oes Finais

A metodologia amperométrica para determinacdo de glicose associada ao

sistema por injecdo em fluxo e o uso de reatores tubulares enzimaticos imobilizados

demonstrou ser uma técnica confiavel para a quantificacdo dos teores deste analito

em amostras de mel, 4gua de coco e forrageira. A importancia da adaptacdo da

imobilizacdo enzimatica no sistema FIA e a metodologia descrita reforca o potencial

do estudo frente a matrizes complexas como as estudadas.
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Na otimizag&o dos parametros FIA foi demonstrado que o volume de injegao
de 250 pL, vaz&do de 1,5 mL min.™ e percurso analitico de 20 cm originaram sinais
transientes pouco dispersos, bem resolvidos, sem alterar a magnitude dos
resultados, com menor consumo de reagentes, economia de material e de tempo.
Pelos estudos, demonstrou-se também que tanto o eletrodo de ouro modificado com
platina quanto o eletrodo de ouro modificado com paléadio e platina sdo sensiveis a
presenca de H,O, (produto gerado na oxidagado da glicose pela enzima glicose
oxidase), podendo ambos serem usados na quantificacéo deste analito.

Com a otimizacéo dos principais parametros da metodologia obteve-se curvas
analiticas bastante precisa com elevado grau de concordancia entre os resultados
alcancados nas andlises para as injecdes das solu¢bes padrdo de glicose. Valores
baixos de limite de deteccdo (8,54 pmol L) e quantificacdo (25,9 pymol L™
demonstraram a sensibilidade da metodologia amperométrica nesse tipo de
determinacdo. Durante a quantificacéo de glicose nas amostras de mel os resultados
variaram entre 27,7 %m/m (Bracatinga Teresopolis) e 32,8 %m/m (Laranjeira Juiz de
Fora), com valores medios de glicose para as 8 amostras analisadas de 30,4 %m/m.
Para as amostra de agua de coco estes resultados variaram entre 35,73 gL™ e 19,11
gL™, com valores médios para as 6 amostras de 24,72 gL™. E para as amostras de
forrageira os resultados variaram entre 101,2 mg g™ e 191,0 mg g™, com valores
médios para as 6 amostras de 137,2 mg g*. A amperometria diferencial provou ser
uma técnica com alta sensibilidade, precisdo, robustez e elevada frequéncia
analitica (cerca de 90 determinacdes h™) na determinacéo dos teores de glicose em

diferentes amostras.
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5. Imobilizacao da Enzima Ascorbato Oxidase para a
Determinacdo Amperometrica Diferencial de Acido
Ascorbico em Amostras Alimenticias.

5.1) Introducéo

5.1.1) Acido ascérbico

O isolamento e a identificacdo quimica do “acido ascorbico” também
denominado vitamina C € um dos grandes desafios da quimica moderna [131]. Em
1928, o bioquimico hungaro Albert Szent-Gyorgyi, estudioso de reacdes de oxidagao
de nutrientes e da producdo de energia, trabalhando em Cambridge, isolou uma
pequena quantidade de um agente redutor da glandula adrenal com formula CgHgOs.
Ele obteve 0 mesmo composto do repolho e pensou que poderia ser a vitamina C,
mas um teste biolégico em um animal ndo apresentou qualquer evidéncia de que
este prevenia doencas causadas por falta de vitamina C. Tal descoberta foi
publicada na revista Biochemical Journal com o nome de acido hexurénico [132].
Uma davida permanecia: seria este composto a vitamina C?

Na mesma época, em Pittsburg, um quimico americano, Glen King, também
estava trabalhando no isolamento da vitamina C com algum grau de sucesso. Ele
criou um teste simples, usando porquinhos-da-india, para mostrar a presenca dessa
vitamina. Um de seus estudantes, Joseph Svirbely, filho de hungaros, retornou a
terra natal e apareceu, inesperadamente, no laboratério de Szent-Gyorgyi, com
conhecimento do procedimento experimental necessario para mostrar que o acido
hexurdnico era idéntico a vitamina C. Szent-Gyorgyi realizou o teste simples,
confirmando que o acido era a vitamina C, e pensou ter sido o primeiro a isola-la.
Entdo, Svirbely escreveu ao seu mentor em Pittsburg e descreveu seus resultados.

Pouco tempo depois, Glen King publicou um artigo na revista Science,
descrevendo o primeiro isolamento da vitamina C. Se o mérito da descoberta
deveria ter sido dado a King ou a Szent- Giérgyi € algo ainda discutido no meio
cientifico [131]. Szent-Gyorgyi enviou uma amostra do &cido hexurbnico a
NormanHaworth, professor de Quimica Orgéanica da Universidade de Birmingham,

para elucidagao de sua estrutura.
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Haworth concluiu que a estrutura continha dois grupos hidroxila (OH) ligados a
dois atomos de carbono, os quais estavam ligados por uma dupla ligagdo. Com o
propésito de confirmar a estrutura, Haworth decidiu sintetizar a vitamina em
laboratério. Tal sintese foi feita por Edmund Hirst, um pesquisador do grupo de
Haworth, em 1933, o que confirmou a estrutura da vitamina C. Em 1935, Haworth,

Hirst e Szent-Gyorgyi publicaram a sintese total da vitamina C (Figura 34).
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Figura 34: Esquema da sintese de vitamina C [119].

Em 1937, Haworth e Szent-Gyo6rgyi receberam o Prémio Nobel de Quimica e o
de Medicina, respectivamente. A sintese inicial de 1933 foi seguida pelo
desenvolvimento de métodos mais simples e efetivos de preparacdo da vitamina C;
porém, sua importancia é indiscutivel. Pela primeira vez, uma vitamina foi preparada
artificialmente por manipulacdo quimica, uma possibilidade ndo confirmada, até
entdo, pelos cientistas. Do ponto de vista pratico, a vitamina C poderia ser preparada
industrialmente e se tornaria disponivel ao publico em grandes quantidades a um
custo acessivel.

O nome quimico da vitamina C, acido ascorbico, representa duas de suas
propriedades: uma quimica e outra bioldgica. Em relacdo a primeira propriedade, a
vitamina € um acido, embora ndo pertenca a classe dos acidos carboxilicos. Sua
estrutura (Figura 35) contém um grupo hidroxi-endlico, tautbmero da a-hidroxicetona,
o que |he fornece ndo somente capacidade redutora, mas também um
comportamento acido [133]. A natureza acida em solucdo aquosa deriva da
ionizacdo do grupo endlico ligado ao C-3 (pKa = 4,25), em relacdo ao carbono da
lactona (monoéster ciclico), como mostrado na Figura 36. Adicionalmente, a palavra
ascorbico representa seu valor bioldgico na protecdo contra a doenca escorbuto (do
latim scorbutus).
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Figura 35: Representacdo da férmula estrutural da vitamina C (acido ascorbico) [132].
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Figura 36: Esquema representativo da primeira ionizacéo do acido ascérbico [132].

O acido ascorbico possui um centro assimétrico (C-5) e a sua atividade
antiescorbutica deriva quase que totalmente do isémero L (levégiro), que tem uma
rotacdo especifica em agua de 24° [134]. O acido L-ascoérbico € um agente redutor
poderoso, em solugcdo aquosa. A excepcional facilidade com que essa vitamina é
oxidada faz com que ela funcione como um bom antioxidante: um composto que
pode proteger outras espécies quimicas de possiveis oxidacfes, devido a seu
préprio sacrificio.

A primeira etapa de sua oxidacdo é facilmente reversivel e produz acido
dehidroascérbico, como representada na Figura 37. Na presenca de oxigénio e um
catalisador, o acido ascorbico é oxidado ao acido dehidroascorbico, que é bastante
estavel em pH menor que 4. O acido dehidroascorbico (forma oxidada da vitamina
C) apresenta 75-80% da atividade vitaminica do acido ascoérbico, embora a atividade
exata ndo esteja satisfatoriamente elucidada. Em valor de pH maior que 4, o acido
dehidroascérbico sofre rearranjo irreversivel a material biologico inativo. O acido
dehidroascébico também é rapidamente convertido a acido 2,3-dicetogulénico por
um processo catalisado por Cu(ll) e outros ions metélicos de transicdo. Portanto, a
perda de acido ascorbico presente em vegetais e frutas € acelerada quando esses

alimentos séo cozidos em recipientes de cobre ou de ferro [132].
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Nos ultimos anos, com o0 aparecimento de tantos males que atacam a
populacdo, tem havido uma maior preocupacao, por parte dos consumidores, em
relacdo a qualidade nutricional dos alimentos. No caso do acido ascorbico existe um
interesse tanto dos consumidores quanto dos fabricantes de alimentos, uma vez que
este nutriente € um dos mais sensiveis as condi¢cdes de processamento e de
armazenagem, e a sua degradacdo esta relacionada com diversos fatores como:
exposi¢cdo ao oxigénio, pH, luz, temperatura, umidade e tem sido tema de diversos
trabalhos [135 -138]. Por exemplo, no processo de desidratacao, a perda de acido
ascorbico é afetada principalmente pela aplicacao de altas temperaturas. Zanoni e
colaboradores (1999) [138] estudando a degradacdo de acido ascorbico durante a
secagem de tomate na temperatura de 80° e 110°C verificaram que a taxa de
degradacéao foi dependente tanto da temperatura quanto do conteudo de umidade,
nao tendo sido detectado acido ascorbico nas amostras com 50% de umidade e
temperatura de 110°C. Porém eles obtiveram um residuo de 10% deste acido na
temperatura de 80°C com uma umidade aproximada de 10%.
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Figura 37: Oxidacao do 4cido ascoérbico ao &cido dehidroascorbico [132]

As necessidades de ingestdo desta vitamina sdo vitais para a saude e até
mesmo para a sobrevivéncia do homem, isto porque o figado dos primatas nao
possui a enzima gulonolactona oxidase, que gera o acido ascorbico a partir do acido
gulénico. Sendo assim, a vitamina C é adicionada em muitos alimentos como em
suco de frutas, por exemplo, como suplemento e na medicina usado na forma de
pilulas como componentes de tabletes multivitaminicos [139].

A vitamina C, sendo essencial a salude desempenha um papel fundamental
no desenvolvimento e regeneracdo dos musculos, pele, dentes e 0ssos, na
formacdo do colageno, na regulacdo da temperatura corporal, na producédo de
diversos hormonios e no metabolismo em geral. Sabe-se que o acido ascoérbico

também diminui a lesdo oxidativa do DNA em linfocitos de fumantes [140],
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demonstrando assim a importancia do acido ascérbico como agente antioxidante. A
anormalidade dessa vitamina no organismo aumenta a propensao a doencgas. A
caréncia severa torna o organismo vulneravel a doencas mais graves, como por
exemplo, o escorbuto. Entretanto, consumida em altas doses, pode provocar efeitos
colaterais, tais como: diarréia, dor abdominal e calculos renais em pessoas
geneticamente predispostas. A necessidade diaria de vitamina C varia conforme
idade e condi¢cbes de saude [139]. No Brasil, a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)
€ de 60 mg [141].

O acido ascorbico presente em sucos de frutas naturais oxida-se rapidamente
e, em sucos comercializados, a oxida¢cdo desse acido depende da concentracédo e
tipo de antioxidante utilizado, bem como das caracteristicas da embalagem e
condicbes de armazenamento do produto. Assim, a determinacdo e/ou
monitoramento da vitamina C (acido ascorbico) nesses e em outros produtos
comercializados é de extrema importancia. Também, muitos produtos disponiveis no
mercado usam esse acido como conservante ou agente de retardamento de

diversos processos degradativos [29, 142, 143].

5.1.3) Quantificacéo de acido ascoérbico

A determinacdo do acido ascorbico é bastante complexa, especialmente por
dois motivos: primeiro, por se tratar de uma molécula extremamente instavel que
perde suas propriedades na presenca do ar, calor, agua ou luz; segundo, em funcéo
dos baixos niveis que pode ser encontrado nas amostras, além da presenca de
substancias interferentes da matriz estudada que podem, inclusive, contribuir para a
sua degradacéo [144].

No Brasil, para a quantificacdo de acido ascoérbico utiliza-se, como método
oficial, a titulacdo iodométrica, sendo de dificil aplicacdo para dosar somente a
vitamina C presente naturalmente nos alimentos e em outros tipos de amostra, por
apresentar como desvantagens a dificuldade de visualizacdo do ponto de viragem,
guando se trabalha com amostras coloridas ou quando a concentracdo de acido
ascorbico é baixa [145].

Diferentes procedimentos e técnicas sdo reportados na literatura para a

determinacdo de acido ascorbico, como por exemplo: polarografia [146], voltametria
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[147], fluorimetria [148], métodos enzimaticos [149], cromatografia [150], titulometria
[151] e espectrofotometria de absor¢do molecular [152]. Cada um com suas
vantagens e desvantagens. Métodos eletroanaliticos apresentam vantagens frente
aos espectrofotométricos para determinacées em amostras mais complexas devido
a maior seletividade e possibilidade de se trabalhar com amostras coloridas. Com
relacdo aos métodos cromatogréficos, que j4 apresentam uma seletividade natural,
as vantagens da deteccédo eletroquimica sdo o baixo custo, a simplicidade e o um
menor tempo de andlise.

Na literatura [153], métodos eletroanaliticos sdo utilizados para a detecgéo de
acido ascérbico em amostras complexas, como por exemplo, urina. No trabalho de
Matos e colaboradores (2000) [153], os autores reportam a utilizacdo de
microeletrodos de ouro modificados com paladio para deteccdo simultanea de acido
urico e acido ascorbico em urina. A analise foi feita em dois potenciais diferentes
0,75V e 0,55 V vs Ag/AgCI para acido ascorbico e acido Urico, respectivamente. A
analise envolveu trés medicdes: (1) amostra com adicdo de padréo, (2) amostra e
(3) amostra tratada enzimaticamente, por diferenca os analitos foram quantificados
obtendo os valores médios de 0,74 + 0, 01 g de &cido arico/24 horas e 24,7 + 0,3 mg
de acido ascorbico/24 horas.

Muitas amostras apresentam uma composicdo complexa, o que pode resultar
em uma grande quantidade de substancias interferentes. Devido a essas possiveis
interferéncias de matriz, a determinacdo de acido ascoérbico em condicbes de
potencial menos drasticas consiste em alternativa vantajosa. Para isso, muitos
autores se utilizam da modificacdo deliberada da superficie dos eletrodos [154-165]
para diminuir a energia requerida para o processo de oxidacdo do acido ascérbico.
Brett e colaboradores [166] utilizaram um filme de cobre hexacianoferrato para a
deteccdo de &cido ascoérbico em diferentes matrizes (vinhos, chas e sucos). Foi
observado um maximo de corrente para o processo de oxidacdo do acido ascorbico
por volta de +0,4 V vs ECS. Entretanto, tentando conferir maior seletividade ao
sensor 0s autores sugeriram a possibilidade de deteccdo do acido ascorbico em um
potencial de +0,5 V vs ECS, o que torna a metodologia menos susceptivel a
possiveis interferéncias da matriz. Nessas condicfes, 0s autores obtiveram um limite
de deteccdo da ordem de 2,1 pmol L™ Outros trabalhos relacionados a
determinacdo de acido ascoérbico em diferentes matrizes estdo relacionados na

Tabela 13, assim como as condic¢des de trabalho.
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Tabela 13: Trabalhos descritos na literatura para a quantificacdo de acido ascérbico em diferentes

matrizes [160].
Potencial de
Trabalho (autores e ano) Eletrodo Amostra
trabalho
Pournaghi-Azar e Razmi- 3 )
i Al/Niguel hexacianoferrato - 0,44V vs ECS
Nerbin, 1998 [157].
Cai Xue e colaboradores., 2000 )
GC/Cobalto hexacianoferrato - 0,6 Vvs ECS
[159].
Bradshaw, Prenzler e ) 0,2 V vs Ag/AgCI (3
Hg Vinho 1
colaboradores., 2002 [161]. mol L™)
Doherty, Stanley e GC/[Osmio (2,2-bipridil).-(poli-4-
y Y [ __‘__ pridi)z-(p - 0,25V vs ECS
colaboradores., 1995 [155]. vinilpiridina)1oCI]Cl
Roy, Saha e colaboradores., o 0,35V vs Ag/AgCl
GC/N, N-dimetilanilina Suco
2004 [162]. (sat)
Li, Hu e colaboradores., 1996 Cobalto (Il) Ftalocianina dopada com o
. - Potenciométrico
[156]. iodo
Torkusic, Milicevie e ] ;
Tinta de carbono/MnO; Farmacos 0,6 V vs Ag/AgCI
colaboradores., 2000 [160].
Shankaran & Narayanan, 1999 ) 3
[158] GC/Cobre hexacianoferrato Farmacos 0,2V vs ECS
Pauliukaite, Ghica e ] Vinho, Cha e
GC/Cobre hexacianoferrato 0,05V vs ECS
colaboradores., 2005 [163]. Sucos.
Eletrodo impresso de grafite
» 0,05 V vs Ag/AgCl
Kulys & Dcosta, 1991 [154]. modificado com Suco
tetracianoquinodimetano 20
Fang, Jiao e colaboradores., Monocamada de ferroceno tioglicolato ]
Urina 0,2V vs ECS
2006 [164]. sobre ouro
] ) Monocamada de 5-hidroxitriptofano ]
Lin & Li, 2006 [165]. . Urina 0,17 V vs ECS
sobre carbono vitreo.
Strochkova & Turyan e ] ]
Eletrodo Rotativo de GC Urina 1,81V vs Ag/AgCl
colaboradores., 1997 [168].
Chen & Zu, 2007 [169]. Pt/flGor-surfactante Urina 0,2V vs ECS
Zare, Nasiriza e colaboradores., Pasta de carbono modificada com
. - 0,06 V vs ECS
2005 [170]. tetrabromo-p-benzoquinona
Salimi, Mamkhe e . Urina e
Eletrodo de sol-gel carbono/ceramica 0,1V vs ECS
colaboradores., 2006 [171]. sangue
] ] 0,24 V vs Ag/AgCl
Khoo e Chen, 2002 [172]. GClazul de metileno Urina
(sat)
Lin & Jin, 2005 [173]. GC/monocamada de propionilcolina Urina 0,02V vs ECS
] 0,75 V vs Ag/AgCl
Urina

Matos, Augelli e colaboradores.,

2000 [147].

Arranjo de microeletrodos de ouro

(sat)
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5.1.4) Tecidos e extratos brutos vegetais como fonte enzimatica

O Brasil tem uma grande variedade de vegetais que podem constituir em
fontes inesgotaveis de enzimas para serem aplicados nas mais diversas areas do
conhecimento. Em quimica analitica, por exemplo, eles podem ser usados na
construcdo de diversos tipos de biossensores e/ou procedimentos enziméticos de
analise. H4 uma tendéncia recente de utilizacdo de tecidos de vegetais e/ou extratos
brutos no lugar de enzimas purificadas na confeccdo de biossensores e/ou
procedimentos enzimaticos de andlise [174-175]. O uso de extratos brutos e/ou
tecidos vegetais pode apresentar em alguns casos, certa desvantagem na
seletividade do método analitico, mas por outro lado sdo extremamente econémicos
e geralmente possuem tempo de vida superior aqueles métodos que utilizam
enzimas purificadas, visto que estas enzimas naturalmente imobilizadas nas células
destes materiais biologicos (habitat natural) sdo mais estaveis e geralmente
possuem o seu cofator disponivel.

A grande maioria dos trabalhos descritos na literatura para determinacao
enzimatica de acido ascorbico utilizam a enzima ascorbato oxidase (EC: 1.1.0.3.3).
A ascorbato oxidase catalisa a oxida¢do do acido ascoérbico na presenca de oxigénio
molecular produzindo o acido deidroascorbico e agua [142]. A reacdo enzimatica
pode ser facilmente detectada pela diminuicdo do coeficiente de extingcdo do acido
ascorbico a 268 nm (A maximo na qual os produtos da reagdo nao absorvem) ou
pelo consumo do oxigénio medido polarograficamente. Pequenas quantidades de
peroxido de hidrogénio podem ser produzidas como subproduto da reacdo,
causando desnaturacdo enzimatica. Este fendbmeno € denominado de reacdo de
inativacao [176].

Essa enzima pode ser encontrada e extraida em diversos tecidos de vegetais,
como por exemplo, pepino, abobora, repolho, alface, uva, laranja, pimenta, tomate,
pimentdo, carambola e meldo. Estudos de purificacdo, caracterizacdo e expressao
génica foram realizados. Sabe-se que extracfes, feridas e outras condi¢cdes de
tensdo ou estresse da planta estédo relacionados com a modificacdo dos niveis de
acido ascorbico [177].

Kato e Esaka (2000) [178] propuseram que a ascorbato oxidase pode ter um
papel importante no crescimento da planta, na divisdo celular e na regulagdo da

expansao celular, talvez pelo controle dos processos de transporte através da
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membrana. Também, a enzima pode ter uma funcdo durante respostas de estresse
modificando os niveis de acido ascorbico.

A ascorbato oxidase € uma enzima dimérica, contém cobre como cofator e
catalisa a reducdo de quatro elétrons de dois oxigénios para agua, usando
preferencialmente a molécula do &cido ascérbico como substrato. Esta enzima
pertence a familia das oxidases azuis multicobres que incluem lacases em plantas e
microorganismos, e ceruloplasminas em animais [173].

As oxidases azuis multicobres formam um subgrupo de cuproproteinas, que
séo classificadas de acordo com suas propriedades espectroscépicas dos seus ions
metalicos (Cu), dividindo-se em trés grupos, cobre tipo 1 ou T1, tipo 2 ou T2 e tipo 3
ou T3 [180]. O cobre T1 é responsavel pela intensa coloracdo azul da ascorbato
oxidase, enquanto o cobre T2 pela transferéncia de elétrons para o O, [181]. Dois
ions de cobre T3 séo ligados através de uma ponte OH e acredita-se de atuar como
receptores de elétrons [182]. Este ultimo pode ainda formar o arranjo trinuclear
T2/T3 [180]. A ascorbato oxidase de plantas sdo homodimeros com cada
subunidade contendo um cobre Tipo T1 e um T2/T3 arranjo trinuclear [182].

Ascorbato oxidase, isolada de plantas pertencentes a familia Curcubitaceae,
foi caracterizada quanto as propriedades fisico-quimicas, como massa molar, ponto
isoelétrico, pH oOtimo e temperatura 6tima para cada espécie vegetal. Baseado em
analise cristalografica da ascorbato oxidase de abobrinha (Curcubita pepo
medulosa), foi observado que todos os residuos de aminoacidos envolvidos na
ligacdo com o cobre estdo situados em quatro regides ricas em histidina, a qual
exibe uma sequéncia de notavel homologia com as oxidases multicobres [183].

A estrutura da ascorbato oxidase consiste de duas subunidades idénticas com
552 residuos de aminoacidos e formadas por trés dominios, predominantemente em
estado B-conformacional e foram encontradas poucas formas helicoidais [182]. A
enzima apresenta uma molécula espectroscopicamente muito complexa (Figura 38)
porque cada monémero contém 23 residuos de tirosina e 14 residuos de triptofano
[184].
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Figura 38: Estrutura da enzima ascorbato oxidase. Fonte: Protein Data Bank/PDB: 1A0OZ [185].

A enzima ascorbato oxidase da Cucurbita maxima e da Cucurbita pepo
condensa possuem massa molar de 150 kDa [176] e a extraida da Curcubita pepo
medulosa tem massa molar de 140 kDa [186]. A ascorbato oxidase € constituida de
duas subunidades idénticas ligadas por duas pontes dissulfeto, cada subunidades
tem uma massa molar de 70 kDa [187].

A atividade da ascorbato oxidase de Curcubita maxima demonstrou seguir a
lei de Michaelis-Menten, que depende da ligagdo com o acido ascoérbico e com o
oxigénio [176]. A ascorbato oxidase de Curcubita maxima € considerada
relativamente resistente ao calor, pois sua atividade permaneceu quase inalterada
guando foi incubada a 0 - 40°C por 30 minutos, mas a atividade foi completamente
perdida apds 1 minuto a 100 °C [176]. A ascorbato oxidase dimeérica, extraida do
pepino, € uma das fontes naturais que contém maiores quantidades desta enzima e
gue pode ser uma boa alternativa para a fonte estavel da enzima. Ha diversos
procedimentos enzimaticos para determinacdo de acido ascorbico descritos na
literatura utilizando tecidos e/ou extratos brutos de vegetais como fonte da ascorbato
oxidase.

Matsumoto e colaboradores (1974) [188] imobilizaram ascorbato oxidase de
casca de pepino (Cucumis sativus) com glutaraldeido em uma membrana de
colageno e a afixaram em um eletrodo de oxigénio. Esse biossensor respondeu
linearmente no intervalo de concentracdo de &cido ascorbico de 5,0x10™ a 5,0x10™

mol L. O tempo de vida desse biossensor foi de 3 semanas (aproximadamente 100
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determinagbes/membrana enzimatica) e foi utilizado na determinagédo desse é&cido
em sucos de tomate, laranja, limdo e morango.

Dois procedimentos amperométricos para determinacdo de acido ascoérbico
em sucos de frutas e fluidos biolégicos foram propostos por um grupo de pesquisa
pernambucano [189, 190] Esses pesquisadores usaram extrato de pepino (Cucurbita
maxima) imobilizado com glutaraldeido em uma membrana de um eletrodo de
oxigénio, usado como sensor base [189]. Esse biossensor apresentou uma resposta
linear de 62,5 a 500 pmol L™ de &cido ascorbico com um tempo de vida superior a 2
meses. Em um sistema de analise por injecdo em fluxo [190], o extrato bruto de
pepino foi imobilizado em esferas de vidro. Um eletrodo de oxigénio foi usado para
monitorar o decréscimo linear da concentracdo de oxigénio na faixa de 0,05-3,00
mmol L™ de &cido ascérbico. Com um reator acoplado nesse sistema foi possivel
realizar 600 determinaces com uma frequiéncia analitica de 90 h™.

Uchiyama e colaboradores (1988) [191] usaram suco de pepino (Cucumis
sativus L.) como fonte da enzima ascorbato oxidase como reagente transportador
em um sistema de analise por injecdo em fluxo e determinaram
amperometricamente acido ascorbico. O consumo de oxigénio decresceu
linearmente no intervalo de concentracdo de 5,0x10* a 7,0x 10 mol L™ de acido
ascorbico. Os autores enfatizaram a vantagem da ndo necessidade de purificacao
da enzima presente no suco de pepino (extrato bruto enzimatico). A atividade
enzimatica permaneceu constante por 8 dias, quando o suco de pepino foi
armazenado a 4°C e o procedimento em fluxo foi empregado apenas na
determinacao de acido ascorbico em solucdes de referéncia (padréo).

Uchiyama & Umetsu (1991) [192] impregnaram suco de pepino em uma fina
camada de feltro de carbono de um eletrodo de oxigénio e determinaram
amperometricamente acido ascérbico em uma faixa linear de concentracdo de 2,5 x
10* a 1,6 x 10° mol L™. O teor desse &acido em sucos de laranja e de morango foi
determinado e o sistema amperométrico necessitou de calibracdes periodicas devido

ao lixiviamento do suco de pepino do biossensor.
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5.2) Parte experimental especifica

5.2.1) Reagentes

O &cido ascorbico (CsHgOg), 0 acido cloridrico (HCI), o iodeto de potassio (KI)
e o dicromato de potassio (K,Cr,0;) foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
A enzima ascorbato oxidase ( EC 1.1.0.1.4 - 162 U mg™), foi obtida da Sigma
(St.Louis, Missouri, EUA). Solucbes diluidas de &cido ascérbico foram preparadas
diariamente utilizando tamp&o fosfato (pH 7,4; 0,1 mol L ™). Para a quantificacdo de
proteinas totais foi utilizado um kit da marca Doles contendo 100,0 mL de reagente
de biureto (mistura de cobre e hidréxido de so6dio com o complexante tartarato de
soédio usado para estabilizar o cobre na solucdo), 20,0 mL de hidroxido de sédio 6
mol L e 3,0 mL de solucdo padrdo de albumina 4 g dL™. Solucdo da enzima
ascorbato oxidase (32,4 U mL™) foi preparada em tampéo fosfato.

5.2.2) Preparacdo das amostras

Para testar o método, trabalhou-se com sete amostras de mel de diferentes
regides e floradas. Para a determinacao de acido ascorbico nestas amostras usando
a andlise amperométrica, uma massa aproximada de 2 g de amostra foi pesada
diretamente em um bal&o de 25 mL dissolvida em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4
e em seguida foi injetada no sistema em fluxo. Para a titulacdo iodométrica (analise
indireta), 4 g de amostra, 5 mL de solucdo de Kl 4%, 1 mL de HCI 2,4 mol L™, 10
gotas de solucdo de amido e aproximadamente 50 mL de 4gua foram adicionadas a
um erlenmeyer de 250 mL. Esta solucdo foi entdo titulada com uma solucédo de
K,Cr,07 0,00167 mol L™ até o ponto de viragem.

Para a analise de acido ascorbico em sucos foram usadas cinco amostras de
diferentes marcas sendo cada uma delas de um sabor (goiaba, laranja, manga,
péssego e tomate), todas vendidas comercialmente em embalagens cartonadas
longa vida nos supermercados de Juiz de Fora. Para a analise amperométrica, um
volume de 1 mL de amostra foi transferido diretamente para um bal&o de 25 mL que

teve seu volume completado com tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4. Para a anélise
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iodométrica 1 mL da amostra, 5 mL de solucao de Kl 4%, 1 mL de HCI 2,4 mol L1,
10 gotas de solugcdo de amido e aproximadamente 50 mL de &gua foram
adicionadas a um erlenmeyer de 125 mL. Esta solugéo foi entdo titulada com uma
solucédo de K,Cr,07 0,00167 mol L™ até o ponto de viragem.

5.2.3) Procedimento

Para a analise amperométrica utilizou-se um eletrodo de ouro (3,0 mm de
diametro) modificado com paladio (K PdClg). O método proposto foi baseado em
duas etapas envolvendo as seguintes injecdes em fluxo: (1) os padrées de &cido
ascorbico e as amostras com solucdo tampdo e (2) as amostras tratadas
enzimaticamente com ascorbato oxidase imobilizada em reator tubular. A primeira
corrente  medida corresponde a concentragcdo de acido ascoérbico e outras
substancias eletroativas (interferentes) presentes na amostra (mel) e a segunda
corrente € referente a concentracao dos interferentes, entdo por diferenca tem-se a
concentracéo de acido ascorbico nas amostras.

Na titulacdo iodométrica, usando o amido como indicador e o dicromato de

potassio como titulante, temos as seguintes reacfes envolvidas:

K2Cr207(aq) + 14HC|(aq) + 6K|(aq) - 8KC|(aq) + 2CfC|3(aq)+ 7H20(|) + 3'2(aq)

AMARELO VERDE CLARO -

CoHsOs(aq) + l2a) =—= CeHsOs(aq) + 2H" + 2l (ag)

A medida que o K,Cr,O7 vai sendo adicionado forma-se o |, (tornando a
solucdo marrom), que reagird com o acido ascorbico presente na amostra. Quando
todo acido tiver sido consumido o I, reagirA com o amido formando um complexo
com cor azul intensa, que é visivel em concentracées bem baixas (2x10™ mol L™) de
acido ascorbico. Através desta titulacdo indireta é possivel quantificar a acido

ascorbico em diferentes amostras.
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5.3) Resultados e discussdes

5.3.1) Quantificagdo amperométrica de vitamina C em mel, usando a ascorbato

oxidase comercial imobilizada em reator tubular.

5.3.1.1) Eletrodos e potenciais de oxidagé&o

Foram estudados os seguintes eletrodos: ouro sem modificacdo (Au), ouro
modificado com platina (AuPt), ouro modificado com paladio (AuPd), ouro modificado
com iridio (Aulr) e ouro modificado com rodio (AuRh). Na Figura 39A é mostrado que
o0 eletrodo de ouro modificado com paladio mostrou-se mais eficaz quanto a
deteccdo de acido ascorbico, observando-se um aumento da corrente de oxidacao
frente aos demais eletrodos. Quanto aos potenciais de oxidacdo, pode ser
observado, na mesma Figura, que o potencial de +0,6 V (vs. Ag/AgCl) mostrou-se

ser o mais favoravel a ser aplicado contra o eletrodo de ouro modificado com

paladio.
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Figura 39: (A) Estudo do eletrodo de trabalho, utilizando a voltamentria ciclica. Dados: [4cido
ascorbico] 10 mmol L™, tampéo fosfato (pH 7,4,4; 0,1 mmo L™), eletrodos estudados: Au, AuPd,
AuPt, Aulr e AuRh; (B) Potenciais de oxidacao do eletrodo de AuPd.
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5.3.1.2) Vazéo e volume da algca de amostragem

Na Figura 40 é mostrado a influéncia do volume da al¢ca de amostragem em A
e a influéncia do fluxo em B sobre o sinal analitico. Foram estudadas alcas com
volume interno variando de 50 a 300 yL e pode-se observar que até o volume de
150 pL o sinal aumenta significativamente com o volume. Com isso o volume de 150
ML foi escolhido para estudos subsequentes, levando em consideragao também que
com o aumento do volume, o tempo requerido para cada analise aumenta.

A vazdo estudada variou de 1 a 4 mL min.™. Fez-se o estudo para sistema
sem reator e com reator, pois 0 método proposto utiliza os dois sistemas. Para taxa
de vazbes mais altas a enzima imobilizada no reator néo foi capaz de oxidar todo
acido ascorbico em acido de-hidroascorbico, por outro lado em uma vazao baixa
ocorria uma maior dispersdo para o sinal de corrente do acido ascoérbico. Por isso,
uma taxa de vaz&o intermediaria de 2,5 mL min." foi escolhida como a mais eficaz,
devido ao fato de combinar boa reprodutibilidade, alta eficiéncia, menor consumo de
solucdo carregadora (tampéo fosfato) e completa oxidacdo do acido ascérbico em

acido de-hidroascorbico.
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Figura 40: Injecdes de &cido ascoérbico 50 ymol L™ para a escolha da melhor condi¢éo de trabalho.
(A) Volume da alga de amostragem de 50 a 300 pL e (B) taxa de vazéo de 1,0 a 4,0 mL min™. As
medidas foram feitas com um eletrodo de ouro modificado por eletrodeposi¢do de paladio. Potencial
aplicado 0,6 V (vs. Ag/AQCl sar).

Na Tabela 14 estao resumidas as condi¢cdes otimizadas na andlise de acido

ascorbico em amostras de mel.
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Tabela 14: Condicdes utilizadas na analise de acido ascébico em amostras de mel.

Parametros Condig¢des Otimizadas
Eletrodo de trabalho AuPd

Potencial de Oxidacao + 0,6 V vs Ag/AgCI
Vazdo 2,5 mL min*

Volume da alga de amostragem 150 pL

Comprimento do percurso analitico 20 cm

Quantidade de enzima

1,5 mL 32,40 mL?

5.3.1.3) Curva analitica

A proporcionalidade direta entre as correntes e as concentracdes de &cido

ascorbico foram confirmadas através da curva analitica, mostrada na figura 41, da

qual se obteve a seguinte equacdo da reta: I(A) = -6,815 x 10® + 0,027 [acido

ascorbico] (mol L™); coeficiente de correlacdo, 0,99. O limite de deteccdo e

quantificacdo obtido foram respectivamente 1,40 x 10® mol L™ e 4,66 x 10® mol L?,

nas condicbes adotadas no presente estudo. A

apresentou um R.S.D. menor que 5%.
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Figura 41: Curva analitica para a quantificacdo de acido ascérbico nas amostras mel com

concentragdes variando de 10 a 50 pmol L™
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5.3.1.4) Andlise das amostras

Na Figura 42 sao mostradas as respostas amperométricas no eletrodo de
ouro modificado com paladio para sucessivas inje¢cdes de 150 uL de acido ascorbico
com concentracdo variando de (P1) 10 pmol L™ a (P5) 50 pmol L™ e sete amostras
de mel (A1-A7).

1.5
P5 PS5
1.2 = P4 el P4
0.9 - \
e ] P3 P3
3 A3 ‘l .
. J A1 AS
®1 = P2
| . “ As
171 |1 1l ,. \ H lP1
0-3-.|"(*H i
‘u LI | IR i
l ] | \&\ “' '
W \g_\-\,l‘g‘o.. “\“K“ ‘\,\k“\ vl !‘g,\ Ln‘_o\‘
0,0 y— y— y— .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Tempa/s

Figura 42: Fiagrama da curva analitica (P1-P5) com concentrac¢es variando de 1 a 5 x 10°mol L e
7 amostras de mel (Al a A7).

Na Tabela 15 e na Figura 43 mostram-se os resultados comparativos das
analises por amperometria desenvolvida neste trabalho e usando a titulacédo
iodométrica [147] para sete amostras diferentes de mel. O teste t de Student mostra
que os valores (texperimental < twesrico; 0,65 < 2,45, n=6, P=0,05) ndo apresentam
diferencas significativas, o que é um indicativo forte da auséncia de erros
sistematicos. Uma correlacdo positiva grau MUITO FORTE (com coeficiente de
correlacdo de Pearson, R= 0,99) entre os métodos amperométricos e titulométricos
foi encontrado, o intervalo de confianga para a inclinacdo e intercepto foram (0,86 +
0,05) e (0,34 +
95%.

0,16 ) mg/100g, respectivamente, para um nivel de confianca de
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Tabela 15: Concentracbes de acido ascorbico (mg/100g) nas amostras de mel. Os valores em
parénteses representa o desvio padrdo para as oito amostras (em triplicata), com intervalo de

confianca de 95%.

Amostras

Florada

Amperometria

Titulagdo lodométrica

(mg / 100Qg) (mg / 1009)
Al Laranjeiro 3,10 (£ 0,01) 3,00 (£ 0,45)
A2 Eucalipto 6,20 (£ 0,06) 5,50 (£ 0,40)
A3 Assa-peixe 1,50 (£ 0,02) 1,90 (£ 0,15)
A4 Cip6-uva 1,95 (+ 0,00) 2,00 (£ 0,10)
A5 Velame 3,20 (+ 0,00) 3,40 (£ 0,43)
A6 Morréo de Candeia 1,50 (£ 0,01) 1,70 (£ 0,10)
A7 Jatai 5,00 (+ 0,01) 4,10 (+ 0,11)
Média - 3,21 2,94
Valor minimo - 1,50 1,90
Valor maximo - 6,20 5,50
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Figura 43: Comparacgédo de resultados obtidos pela amperometria e pela iodometria para andlise de
acido ascorbico em oito diferentes amostras de mel. Intercepto e inclinagdo, respectivamente (valor +

desvio padrdo): 0,34 + 0,16 e 0,86 + 0,05.
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5.3.2) Extracdo da ascorbato oxidase, quantificacdo de proteinas no extrato e

atividade enziméatica.

A enzima ascorbato oxidase comercial é muito cara e dificil de ser adquirida,
uma vez que a mesma é importada, por isso € viavel estudos utilizando a enzima
extraida de tecidos vegetais, como por exemplo, o pepino.

Para a extragcdo da ascorbato oxidase, utilizou-se o pepino congelado para
evitar a perda de liquido, descascado e ralado. Preparou-se solucbes de tampdao
fosfato 100 mmol L™ nos valores de pH 6,8; 7,0; 7,2; 7,4 e 7,6 homogeneizando
100g do pepino em 33 mL de cada uma dessas solu¢des. Deixou-se também 100 g
de pepino em um béquer onde o mesmo foi macerado para a obtencdo de um suco
(extrato puro). O tempo de extracéo foi de 60 minutos e em seguida, filtrou-se em
papel de filtro para a obtencdo de um extrato que foi rotulado e armazenado em
freezer, para posterior analise da atividade enzimatica e quantificacdo de proteinas
nos extratos.

O método do biureto tem sido aplicado para determinar a concentracdo de
proteinas totais em diversos meios. E um método rapido, utiliza reagentes de baixo
custo e ndo apresenta grande variacdo da absortividade especifica para diferentes
proteinas [193]. Entdo, no presente estudo, para a quantificacdo de proteinas totais
foi usado o método do biureto (Kit descrito no item 5.2.1) onde, o cobre, em meio
alcalino, reage com proteinas formando um complexo quadrado planar com a
ligacdo peptidica. O produto de reacdo apresenta uma coloracdo purpura intensa e
sua intensidade € proporcional a quantidade de tais ligacOes. Apresenta duas
bandas de absor¢do, uma em 270 nm e outra em 540 nm, apesar da banda na
regido de 270 nm aumentar em seis vezes a sensibilidade do método, a banda na
regido de 540 nm é a mais utilizada para fins analiticos, porque diversas
substancias, normalmente presentes na maioria dos meios analisados, absorvem na
regido de 270 nm causando muita interferéncia no método [194]. A albumina é
usada como padréo, pois apresenta uma estrutura protéica complexa, formada por
aminoacidos essenciais e de cadeia ramificada.

A Tabela 16 mostra de forma simplificada o procedimento adotado para a

preparacao do material a ser utilizado na andlise.
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Tabela 16: Quantidades de solugdes utilizadas nos tubos de ensaio.

Quantidade de Tubos de Ensaio 2 tubos para 3 tubos para 3 tubos para

Branco Teste Padréo
Solucéo de Biureto 2,5 mL 2,5mL 2,5mL
Extrato - 50 uL -
Solugao Padréo de Albumina - - 50 pL
Hidroxido de Sodio 2 gotas 2 gotas 2 gotas

Ap6s adicdo das solucdes, homogeneizaram os tubos de ensaio deixando-se
em repouso por 5 minutos em temperatura ambiente e em seguida foram feitas as
medigOes no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados
para a quantificacdo de proteinas nos extratos estdo expressos na tabela 17.

Tabela 17: Relacado entre o tipo de extrato e a concentracdo de proteinas totais.

Tipo de Extrato Concentracdo de Proteinas Totais (g L™)
Extrato pH 6,8 2,31
Extrato pH 7,4,0 2,84
Extrato pH 7,4,2 3,02
Extrato pH 7,4,4 3,73
Extrato pH 7,4,6 2,84
Extrato Puro 4,61

De posse destes resultados, fez-se entdo a determinacdo da atividade
enzimatica da ascorbato oxidase no extrato em pH 7,4 e no extrato puro, pois foram
0S que apresentaram as maiores concentracbes de proteinas totais. Nesta
determinacdo sdo adicionados 2,6 mL de tampéo fosfato em pH 7,4 e 0,3 mL do
extrato correspondente em um tubo de ensaio. A reacdo € iniciada com a adicéo de
100 mL de &cido ascérbico 150 umol L™?, desta mistura é retirada uma aliquota de
3,0 mL que é adicionada a uma cubeta de quartzo para fazer as leituras de
absorvancia. A oxidacdo da ascorbato oxidase foi monitorada pelo decréscimo de
absorcao no ultravioleta a 265 nm e temperatura ambiente no intervalo de tempo de

1 minuto [195]. A Tabela 18 mostra os resultados obtidos para esta determinacéao.

Tabela 18: Relacado entre o tipo de extrato e atividade enzimética.

Atividade Enzimatica
(umol min.* mg™)

Extrato pH 7,4,4 17,16
Extrato Puro 28,85

Tipo de Extrato
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Percebendo que a preparacdo do extrato puro € mais simples e que a
concentracdo de proteinas totais e atividade enzimatica sdo maiores se comparadas
com extratos preparados a partir de uma solugdo tampéao, optou-se em trabalhar
com esse tipo de extrato, fazendo-se entdo o monitoramento da atividade enzimatica
por um periodo de trinta dias (durante este periodo os extratos foram armazenados
sob uma temperatura de -20 °C) como apresentado na Figura 44, no qual se
procedeu conforme descrito anteriormente para a determinacdo da atividade
enzimatica. A partir deste resultado, observou-se um comportamento importante do
extrato, onde a atividade enzimatica diminuiu de 50 a 60% do seu valor inicial em um
periodo de sete dias, concluindo assim que o mesmo deve ser utilizado antes desse

periodo para as determinagfes analiticas.
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Figura 44: Relacdo entre Atividade Enzimética e tempo de armazenamento do extrato puro.
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5.3.3) Quantificacdo amperométrica de vitamina C em sucos, usando a
ascorbato oxidase comercial e a enzima obtida a partir de extratos de pepino,

ambas imobilizadas em reatores tubulares.

5.3.3.1) Condi¢bes de anélise

A Tabela 19 resume as condi¢des usadas para a analise de acido ascorbico

em amostras de suco.

Tabela 19: Condicdes utilizadas na analise de acido ascébico em amostras de suco.

Parametros Condic¢des Otimizadas
Eletrodo de trabalho AuPd

Potencial de Oxidacao +0,6V

Vazao 2,5 mL min*

Volume da alca de amostragem 150 pL

Comprimento do percurso analitico 20 cm
Quantidade de enzima comercial 1,5 mL 324umL?)
Volume de extrato de pepino 5 mL

5.3.3.2) Curva analitica

A proporcionalidade direta entre as correntes de oxidacao e as concentracfes
de acido ascérbico (P1) 20 pmol L™ a (P5) 100 pymol L™] foram confirmadas através
da curva analitica, mostrada na Figura 45, da qual obteve a seguinte equacéo da
reta: I(A) = 5,36x 10° + 0,0220 [4cido ascérbico] (mol L™); com coeficiente de

correlacado, 0,998. A repetibilidade do método apresentou um R.S.D. menor que 5%.

5.3.3.3) Analise das amostras

Na Figura 46 é mostrado a resposta amperométrica do eletrodo de ouro
modificado com paladio para sucessivas injecées de 150 yL de acido ascoérbico com

concentracdo variando de (P1) 2,0 x 10®° mol L™ a (P5) 10,0 x 10 mol L™ e cinco
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amostras de suco (A1l-A5): sem tratamento enzimatico, tratamento com enzima

comercial e tratamento com enzima do extrato do pepino, respectivamente.

2,5

2,0 1

1,5 4

I/ pA
| ]

1,0

0,5 ]

0,0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentracdo / pmolL™

Figura 45: Curva analitica para a quantificacdo de acido ascérbico nas amostras suco com
concentracdes variando de 20 a 100 pmol L™,

s

Tempo /3§

Figura 46: Fiagrama da curva analitica (P1-P5) com concentracdes variando de 20 a 100 umol L' e 5
amostras de suco (Al a A5): sem tratamento enzimatico, tratamento com enzima comercial e com
enzima do extrato do pepino, respectivamente.
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Na Tabela 20 sdo mostrados os resultados comparativos das analises por
amperometria, usando enzima comercial e extraida do pepino, desenvolvida neste
trabalho e usando a titulacdo iodométrica [150] para cinco amostras diferentes de
suco. A figura 47 compara os métodos: amperométrico usando a enzima comercial
com o método usando enzima do extrato de pepino. Uma correlacdo positiva grau
MUITO FORTE (com coeficiente de correlagdo de Pearson, R= 0,99) entre os
meétodos foi encontrado, o intervalo de confianca para a inclinacéo e intercepto foram
0,980 + 0,072 e 0,004 + 0,007 g L™, respectivamente, para um nivel de confianca de
95%.

Tabela 20: Concentracdes de &cido ascérbico (g L™ + desvio padrdo) nas amostras de suco.

Amperometria Amperometria Titulagao
Amostras (sabor) (enzimacomercial)  (enzima extraida do pepino) iodométrica
gL? gL* gL’

1 (goiaba) 0,09 + 0,02 0,10 + 0,02 0,11 +0,02
2 (laranja) 0,15+ 0,03 0,15+ 0,03 0,56 + 0,03
3 (manga) 0,08 +0,01 0,08 + 0,00 0,10 + 0,09
4 (péssego) 0,12 + 0,03 0,12 + 0,03 0,08 + 0,00
5 (tomate) 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01 0,05+ 0,01

L 016

_'\g 0,14

S 0124 -

3

©

3 0104

[
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g
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£ 0,06 0,08 010 o012 014 0.16

Amperometria (enzima comercial) / g L™

Figura 47: Comparacao de resultados obtidos por amperometria: usando enzima comercial e enzima
do extrato de pepino para andlise de acido ascérbico em cinco diferentes amostras de suco.
Intercepto e inclinagdo, respectivamente (valor + desvio padréo): 0,004 + 0,007 e 0,980 + 0,072.
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5.4 Consideracdes Finais

A metodologia amperométrica para quantificacdo de acido ascorbico
associada ao sistema por injecdo em fluxo e ao uso de reatores tubulares
enzimaticos imobilizados demonstrou ser uma técnica com alta sensibilidade,
precisdo, robustez e elevada freqiiéncia analitica (cerca de 70 determinacées h™) na
determinacao dos teores de acido ascorbico em amostras de mel e sucos.

Dentre os metais (palédio, iridio, platina e rédio) utilizados na modificacdo do
eletrodo de ouro, foi demonstrado que o de ouro modificado com paléadio foi o mais
sensivel & presenca do analito. Na otimizagcdo dos parametros FIA o volume de
injecdo de 150 WL, a vazdo de 2,5 mL min." e o percurso analitico de 20 cm foram
as condicbes que originaram sinais transientes pouco dispersos, bem resolvidos,
sem alterar a magnitude dos resultados, com menor consumo de reagentes,
economia de material e de tempo. No estudo substituindo a enzima purificada
(vendida comercialmente) pela enzima extraida do pepino obteve-se um resultado
satisfatorio indicando que o extrato do vegetal pode ser utilizado como fonte
enzimatica.

Com a otimizacéo dos principais parametros da metodologia obteve-se curvas
analiticas bastante precisas com elevado grau de concordancia entre os resultados
alcancados nas analises para as injecfes das solucdes padréo de acido ascorbico.
Valores baixos de limite de detec¢&o (1,4 x 10® mol L™) e quantificacéo (4,66 x 10®
mol L") demonstraram a sensibilidade da metodologia amperométrica nesse tipo de
determinacdo. Durante a quantificacdo de acido ascérbico nas amostras de mel os
resultados variaram entre 1,5 mg (100g)™* (Morrdo de Candeia) e 6,2 mg (100g)™
(Eucalipto), com valores médios de acido ascoérbico para as 7 amostras analisadas
de 3,2 mg (100g)™ e para as amostra de suco estes resultados variaram entre 0,06

gL™ (tomate) e 0,15 gL™ (laranja), com valores médios de 10 gL™.
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6. Uso da Enzima Uricase para a Determinagao
Amperometrica Diferencial de Acido Urico em Amostras de
Urina.

6.1) Introducéo

6.1.1) Acido Urico

O &cido urico 7,9-dihidro-1H-purina-2,6,8(3H)-triona, € um composto organico
formado por carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio. Sua formula quimica é
CsH4N4O3 e sua estrura esta representada na Figura 48. E um composto pouco
soluvel em agua (6mg/100mL) [196] e apresenta dois hidrogénios ionizaveis, com
valores de pK.=5,7 e pKax»=10,3 (Figura 48). De acordo com a literatura, os
hidrogénios mais facilmente ionizaveis encontram-se nas posi¢coes 3 e 9, devido ao
maior numero de estruturas de ressonancia que 0s anions assumem com a perda
destes hidrogénios para estabilizar a carga negativa. Nao existem informacgdes sobre
as constantes de ionizacdo dos outros dois hidrogénios, que necessitam de alta
energia para serem ionizados, provavelmente porque as estruturas de ressonancia
envolvem estabilizacdo da carga negativa nos atomos de carbono e nitrogénio, o

gue leva a molécula a um nivel energético elevado e instavel [197].

0 mmmmp| Hidrogénios mais

acidos

Figura 48: Estrutura do Acido Urico.
Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/acido-urico/acido-urico-5, consulta em 16/09/2010.

O acido arico é comumente encontrado em fluidos biolégicos humanos,
principalmente no soro, sangue e urina. E o principal produto final do metabolismo

das purinas (proteinas) e sua determinagdo em urina € um poderoso indicador de
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alteracdo metabdlica, aparecimento de doengas ou como controle durante o uso de

drogas quimioterapéuticas [198]. A faixa de concentragcdo de &cido Urico em urina é

de aproximadamente 0,25 a 0,75g L™

Como dito anteriormente, os niveis urinérios de acido Urico podem indicar o

aparecimento de algumas doencgas, por exemplo:

a) Gota: doenca que causa o desenvolvimento da artrite reumatoide devido a

alta concentracao sérica de acido Urico e, consequentemente, deposi¢cao de
cristais nas articulagdes (Figura 49). Esta doenca pode apresentar diversas
causas, desde alimentacdo inadequada até falhas genéticas. A profilaxia
geralmente indicada para o tratamento da gota é a ingestédo de alopurinol, que
inibe a acdo da enzima xantina oxidase e permite que a xantina seja

reaproveitada na sintese das base nitrogenadas [199].

Figura 49: Fotografia da mdo de wuma pessoa com doenca de Gota. Fonte:
www.mdsaude.com/2009/04/gota-acido-urico, consulta em 16/09/2010.

b) Sindrome de Lesch-Nyham: € uma doenca metabdlica hereditaria que afeta

principalmente os homens. Clinicamente ocorre retardamento mental,
comportamento  agressivo, automutilacdo e  insuficiéncia  renal.
Bioquimicamente ocorre um excesso de producdo de acido Urico em
decorréncia da virtual auséncia de uma enzima essencial para o metabolismo
das purinas, a hipoxantina guanina fosforiboxiltransferase (HPG) [200].

Nefrolitiase: pode ser considerado um exemplo de alteracbes naturais de
biomineralizacdo n&o esperadas e certamente ndo desejadas, que acometem
normalmente pessoas saudaveis, em qualquer idade. Pode ser definida como

uma doenca na qual os cristais de acido urico podem se formar nos rins e
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reduzir o volume urinario. O tratamento da nefrolitiase se divide em medidas
gerais e medidas especificas. Nas medidas gerais sdo recomendados grande
ingestdo de liquido com pelo menos 50% em agua, exercicios fisicos e
orientacdo dietética. Nas medidas especificas sera indicado o uso de certas
drogas de acordo com o diagnéstico apresentado. Naqueles casos onde os
cristais ndo s&do eliminados espontaneamente a sua retirada deve ser
realizada através de cirurgia aberta ou percutanea el/ou litotripsia
extracorpérea por ondas de choque. Esta doenca também pode ser causada
por intoxicagdo por chumbo que afeta o funcionamento do figado e
desequilibra a producdo de acido Urico no organismo, uma vez que O
metabolismo das purinas ocorre em grande parte neste 6rgdo, levando a

geracao e excrecao de quantidades elevadas de acido urico [199].

A pratica de exercicios fisicos e a ingestao de bebidas alcodlicas diminuem a
excrecdo de acido urico na urina, pois o acido latico produzido por esforgo
muscular intenso ou pelo metabolismo do etanol compete com o acido Urico no
processo de reabsorgéo no trato renal [201]. Sendo assim, € importante ressaltar
gue a quantificacdo de acido urico em urina ndo deve ser empregada para

diagnaosticos definitivos.

6.1.3) Quantificacdo de acido urico

Os procedimentos mais comumente empregados para a determinacdo de acido
arico em amostras bioldgicas sdo enzimaticos, cromatograficos ou baseados nas
propriedades redox do analito [202]. Na Tabela 21 sdo apresentados alguns
métodos descritos na literatura para a determinacdo de &cido Urico em amostras

biologicas.
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Tabela 21: Alguns procedimentos para a determinagéo de acido Urico em amostras bioldgicas [198].

Procedimentos Principio Amostra
Enzimético- _ A
_ Monitoramento de H,O, gerado na oxidacao )
espectrofotometria em o . Urina
enzimatica do &acido urico.
batelada
Enzimatico- _ . ~
o Monitoramento do CO; gerado na oxidag&o
potenciométria em o R Sangue
enzimatica do acido urico
batelada
Enzimatico- Monitoramento do consumo de O, na reacéo
. . o L Sangue
potenciometria em fluxo de oxidacao enzimatica do acido urico
_ Descoloracdo do hidroxihidroquininaftaleina
Espectrofotometria em o . )
de Pd(Il) devido a complexacédo do Pd(ll) Urina
batelada o
pelo acido drico
Espectrofotometria em Reducéo do ion fosfotungstato a azul de Urina e
batelada tunsgténio Sangue
Espectrofotometria em Reducéo do Fe(lll) a Fe(ll) pelo acido urico Uri
rina
fluxo para formar o complexo Fe(ll)/tripiridiltriazina
_ Deteccdo amperométrica de acido urico em _
Amperometria em fluxo . _ o Urina
um sistema em fluxo com linha Gnica
_ Deteccdo amperométrica de acido urico em _
Amperometria em fluxo . . B Urina
um sistema em fluxo com multicomutacao
Cromatografia liquida Cromatografia de fase reversa Urina

Os métodos enzimaticos baseiam-se na oxidacdo do acido urico pelo O, na

presenca da uricase, gerando alantoina, CO, e H,O,. Detectores eletroquimicos
foram empregados para medir o consumo de oxigénio [203] ou a geracdo de didoxido
[204].

condicionamento de eletrodos sdo geralmente necessarias, devido a presenca de

de carbono Etapas trabalhosas de preparo de amostras ou de
diversas espécies eletroativas em amostras biolégicas. O consumo do analito pode
ser monitorado diretamente por espectrofotometria no visivel [205], porém este
procedimento requer complexo preparo das amostras para eliminar outras espécies
absorventes, como proteinas e ions sulfato. Por outro lado, como podemos ver na

Figura 50, a concentragdo de acido urico (I) pode ser relacionada com a geracao de

H.O,. A enzima peroxidase catalisa a oxidacdo de compostos aromaticos em meio
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aquoso na presenca do H,O,, em uma série de eventos sequienciais que envolvem a
formacéo de radicais livres até a reacéo final com um substrato cromégeno, gerando
um composto cuja intensidade da cor é proporcional a atividade enzimatica e a
concentracdo de peroxido no meio.

A reacao se inicia com a oxidacao do fenol (PhOH) catalisada pela peroxidase
(POD) e H;0O, com a producao do radical livre fenoxi (PhO’). A sequéncia dos
eventos envolvidos pode ser descrita pelo mecanismo de Chance-George [206]
(Figura 51):

Fitglgm, ™
0 “‘f“
H '+ URICASE
HN/C\— H 6 T NH
‘ ‘ + HOy + COy

ﬁ T + 2H,0 + Op —* HC

~ AV
o//\uf\uf 0 A
0 (n

Figura 50: Reacdo calitica da enzima uricase com oxidacdo do acido Urico na presenca de oxigénio
produzindo alantoina e CO, como produtos de oxidacdo do acido urico e H,O, como produto de
reducéo do O,.

k1l
POD + H,0, —  E1 + H,O

k2
E:1 + PhOH —— E; + PhO

k3
E> + PhOH —» POD + PhO + H,O

Figura 51: Mecanismo de Chance-George [202].

A enzima peroxidase (POD) é oxidada pelo H,O, a um intermediario ativo
enzimatico chamado de E;. Este composto aceita o fenol (PhOH) em seu sitio ativo

e conduz sua oxidacdo. O radical livre fenoxi (PhO’) é produzido e liberado na
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solucdo junto com um composto E, que oxida uma segunda molécula de fenol,
liberando outro radical livre e retornando a enzima no seu estado natural (POD),
completando o ciclo. A geracdo da cor resulta da reacao dos radicais fenoxi com a 4-
aminoantipirina (Am-NH;) e o H,O, gerando a anti-pirilquinonimina (APQ), como esta
descrito na Figura 52. O composto de coloracdo vermelha e absortividade molar ()
7210 mol L™ cm™ tem pico maximo de absorcdo em 510 nm de comprimento de
onda (A wmax) - Figura 53 [206].

PhO + Am-NH, === PhOH + Am-NH

PhO" +  Am-NH ———3 Am-NH-OPh

Am-NH-OPh + HO2 —3 APQ + 2 H,O

Figura 52: Mecanismo de formacédo da anti-pirilquinonimina.
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Figura 53: Exemplo de espectro de absorcdo do complexo anti-pirilquinonimina gerado na
determinacao de H,0,.
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A geracdo da cor pela reagdo do fenol, 4-aminoantipirina e peroxido de
hidrogénio, catalisada pela enzima peroxidase pode ser representada pela seguinte
reacao global (Figura 54) [206].

4-Aminoantipirina Fenol

+ 4 H,O
Peroxidase N

OH
HSC\N/N o H3;C— \,~ o
>_<\é + + 2 HyOp =g '3 N)_Zé
HsC NH, Per6xido de Hidrogénio HaC N:<z>:o

Anti-Pirilquinonimina

Figura 54: Reacao global da formag&o da anti-pirilqguinonimina

A determinacédo indireta de glicose e acido urico na urina foi descrita por
Matos e colaboradores (2001) [90] com aplicacdo da metodologia em amostras de
interesse bioldgico. A glicose é oxidada a acido glucénico (ou gluconato) pela glicose
oxidase, enquanto o acido urico em alantoina pela enzima uricase. Em ambos os
casos, 0 H,O, gerado no meio reacional é submetido a metodologia descrita
anteriormente. O composto colorido anti-pirilguinonimina formado € proporcional ao
teor de H,O, e, consequentemente, aos analitos de interesse biolégico [90]. O
mesmo principio foi utilizado na determinacdo de glicose por Oliveira (2005) [207],
porém em amostras de sangue.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa também foi utilizada
para a determinacdo de acido urico em amostras de sangue e urina [208] com fase
mével H,O:CH3;OH em tampéo NH4Ac (pH=7). A baixa freqiiéncia de amostragem (6
amostras h™) e o alto custo para aquisicdo e manutencédo do equipamento, assim
como a geracéo de residuos toxicos, dificultam o emprego desta técnica em analises
de rotina em laboratorios clinicos.

Sistemas de andlises em fluxo em linha Unica [209] e com multicomutacao
[210], ambos com deteccdo amperométrica, foram utilizados para a determinacéo de
acido urico em amostras de urina. No primeiro procedimento [209], a amostra foi
inserida em um fluxo de solucdo transportadora (H,SO,4) e a zona de amostra foi

conduzida diretamente para o detector amperométrico. No sistema com
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multicomutac@o [210], véalvulas selendides foram responsaveis pela insercdo da
amostra em um fluxo da solucdo de H,SO, para dispersdo e outra valvula pela
selecdo de uma fragdo da zona de amostra dispersa para enviar ao detector
amperométrico. Ambos os procedimentos apresentaram frequéncias de amostragem
que permitem a aplicacdo dos sistemas em andlises clinicas. Contudo, outros
derivados de purina, como cafeina, tendem a ser adsorvidos na superficie do
eletrodo de trabalho e isto exige a sua remocao periddica para substituicdo ou
ativacao.

O &cido urico também pode ser quantificado por espectrofotometria. Pileggi e
colaboradores (1972) [211] fizeram a quantificacdo através da reducdo do ion
fosfotungstato na presenca do analito com formacdo do complexo azul de
tungsténio. Este procedimento apresentou baixa seletividade devido a precipitacado
de proteinas na presenca de acido fosfotunginistico, exigindo separacao prévia.
Araujo e colaboradores (2001) [212] propuseram um procedimento na presenca de
acido ascorbico que leva em conta a diferenca dos sinais obtidos em dois tempos de
residéncia. A amostra foi misturada com uma solucdo contendo Fe(lll) e o ion
metalico em sua forma reduzida gerou um complexo colorido com tripiridiltrizina. O
primeiro sinal obtido foi correspondente a formacdo do complexo Fe(lll)-acido
ascorbico. Entdo, a zona de amostra atravessou um reator, sendo redirecionada
para o detector para a obtencéo do sinal correspondente a soma das concentracdes
de acido ascorbico e acido urico. Devido a dispersao adicional da zona de amostra e
as diferentes taxas de conversdo dos analitos, a determinacdo de &cido Urico exigiu
célculos trabalhosos. Yamaguchi e colaboradores (2007) [213] quantificaram o acido
arico na presenca do complexo hidroxihidroquinonaftaleina de paladio (Il), que
apresenta maxima absorcdo em 635 nm. O complexo Pd(Il)-acido Urico atenua o
sinal analitico devido a decomposicdo do complexo colorido de Pd(Il). As principais
desvantagens séo alto custo dos sais de Pd(ll), etapas trabalhosas para o preparo
da solucdo do reagente complexante e aguelas associadas aos procedimentos em
batelada.

Outros métodos ainda foram propostos, por exemplo: Kuwabata e
colaboradores (1998) [214] imobilizaram a uricase em monocamada automontada
sobre um eletrodo de ouro modificado com 2-aminoetanotiolato. A uricase foi
depositada em conjunto com glutaraldeido como agente reticulante. O eletrodo

ouro/uricase apresentou resposta amperométrica ao acido Urico com o uso de
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[Fe(CN)g]*, como mediador de H,0,, dissolvido em solucdo, podendo assim ser
detectado em baixos potenciais (0,1 V versus SCE). Miland e colaboradores (1996)
[215] depositaram a uricase com peroxidase sobre eletrodo de pasta de carbono
com poli(o-aminofenol), o H,O, foi detectado a 0,05 V versus Ag/AgCl. Hoshi e
colaboradores (2003) [216] prepararam sensores amperométricos usando uma
membrana de polieletrdlito e o método de multicamadas automontadas. Eles
depositaram a uricase com a poli(alilamina) sobre eletrodos de platina previamente
modificados com uma membrana de poli(vinil sulfénico), resultando em um filme
automontado contendo as duas bicamadas. Moléculas de H,O, poderiam passar

livremente na membrana, que bloqueia moléculas maiores tais como o acido urico.

6.2) Parte experimental especifica

6.2.1) Reagentes

O acido urico foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha). A Uricase (EC
1.7.3.3 22 U mg"), foi obtida da Sigma (St.Louis, Missouri, USA). Solucdo da
enzima uricase foi preparada em tampdo 4,4 U mL™. Solucdes diluidas de acido

arico foram preparadas diariamente utilizando tamp&o fosfato (pH 7,4,4; 0,1mol L™).

6.2.2) Amostras

Trabalhou-se com 5 amostras de urina, sendo estas coletadas em amostra
Unica sem jejum, pois de acordo com Penido e colaboradores (2002) [217] a
excrecao de acido urico em urina coletada durante 24h (procedimento normalmente
utilizado) se correlaciona com amostras urinarias simplificadas (amostra Unica, sem
horério fixo e sem jejum), permitindo, portanto, o uso destas para diagndstico
metabolico. Para a determinacédo de acido urico, 100 uL de amostras foram diluidas
em 25 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol L™ e injetadas diretamente no sistema em

fluxo.
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6.2.3) Procedimento

O método proposto para determinacao de acido urico € baseado na deteccao
do peroxido de hidrogénio gerado na reacao de oxidacao do &cido Urico utilizando a
uricase em solucédo. Para isso, utilizou-se um eletrodo de ouro (3,0 mm de diametro)
modificado com paladio (K,PdClg). Apos a eletrodeposicao de paladio, uma pequena
camada de acetato de celulose (5% em acetona) foi adicionado. Esta camada foi
colocada com o propdsito de diminuir o efeito de interferentes, j& que a amostra
trata-se de uma matriz complexa.

Trabalhou-se também o método proposto por Matos e colaboradores (2000)
[146] onde usou-se a adicdo de padrao e eletrodo modificado com paladio. A
concentracéo de acido urico foi calculada por diferenca, sendo necessario, portanto,
trés injegcdes: (1) 2 mL de solugdo da amostra (100 yL de amostra em 25 mL de
tamp&o) com 100 pL de padrdo de acido Urico 1 mmol L™ (2) solucdo da amostra e

(3) 4 mL de solugdo da amostra com 50 pL de solugdo enzimatica (4,4 U mL™).

6.3) Resultados e discussdes

6.3.1) Eletrodos

O &cido urico é oxidado pela enzima uricase em alantoina e peroxido de
hidrogénio (H.0,) (Figura 50). A principal dificuldade em trabalhar com deteccéo
amperomeétrica, neste caso, é que tanto o acido Urico quanto o H,O, séo eletroativas
em uma ampla faixa de potencial.

A solucéo foi estudar a possibilidade de aplicar um eletrodo que responda a
apenas uma das duas espécies eletroativas. Para isso, utilizou-se um eletrodo de
ouro modificado com paladio com uma fina camada de acetato de celulose (5% em
acetona). Pela Figura 55 pode-se perceber que a concentracdo maxima de &cido
drico detectada é de 50 pymol L™ e a de H,O, é de 5 pmol L™, isto indica que em
baixas concentracdes apenas o H,O, é capaz de permear esta camada e atingir a

superficie do eletrodo.
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Figura 55: Eletrodo de ouro modificado com Pd e acetato de celulose para diferentes concentracdes
de H,0, (5, 10, 50, 100 e 500 pmol L™) e acido drico (5, 10, 50, 100 e 500 pmol L™). Potencial
aplicado 0,6 V (vs. Ag/AQClsa).

6.3.2) Tempo de reagdo enzima/ substrato e volume de solugéo enzimatica

A Figura 56A mostra que o tempo de reacdo entre a enzima (uricase) e o
substrato (acido arico) nao interfere de forma significativa na intensidade da
corrente, por isso trabalhou-se com um tempo aproximado de 5 minutos.

Como dispomos de pequena quantidade de enzima trabalhou-se com uma
solucdo enzimatica (2,9 U mL™) e foi preciso verificar qual 0 menor volume desta
solucéo era capaz de oxidar todo o acido urico em H,O,. De acordo com a Figura
56B, 50 pL desta solucdo foi o suficiente para obtermos um sinal de corrente

maximo para H,O..
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Figura 56: Injecdes de acido Urico 10 pmol L™ para a escolha da melhor condicéo de trabalho. (A)
Tempo de reagdo da enzima com o substrato (0-30 min.) e (B) Volume da solugéo enzimatica (25-200
pL). As medidas foram feitas com um eletrodo de ouro modificado por eletrodeposicdo de Pd e
acetato de celulose. Potencial aplicado 0,6 V (vs. Ag/AgClsap)-

6.3.3) Vazao e volume da alca de amostragem

Na figura 57 sdo mostrados a influéncia do volume de amostra injetada em A,
e a influéncia do fluxo em B, sobre o sinal analitico. Foram estudadas alcas com
volume variando de 50 a 300 L, pode-se observar que até o volume de 150 uL o
sinal aumenta significativamente com o volume. Com isso o volume de 150 uL foi
escolhido para estudos subsequentes, levando em consideracao também que com o
aumento do volume o tempo requerido para cada analise aumenta.

A vazdo estudada variou de 1,4 a 4,4 mL min., e péde-se observar que este
parametro pouco influenciou na intensidade da corrente de oxidacao, isto
provavelmente, porque o tratamento enzimatico foi feito em separado do sistema em

fluxo e, portanto, decidiu-se trabalhar com uma vaz&o de 2,0 mL min.™.
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Figura 57: Injecdes de &cido Grico 10 pmol L™ para a escolha da melhor condicéo de trabalho. (A)
Volume da alca de amostragem de 50 a 300 pL e (B) taxa de vazdo de 1,4 a 4,4 mL min™. As
medidas foram feitas com um eletrodo de ouro modificado por eletrodeposicdo de Pd e acetato de
celulose. Potencial aplicado 0,6 V (vs. Ag/AgClsa

6.3.4) Curva analitica

Na Figura 58A é mostrado a resposta amperométrica do eletrodo de ouro
modificado com paladio e acetato de celulose para sucessivas injecoes de 150 pL de
acido Urico, tratados enzimaticamente, de (P1) 5,0 x 10° mol L™ a (P10) 5,0 x 10®
mol L™ e cinco amostras de urina (A1-A5). A curva analitica esta representada no
insert 1A, na Figura 58, e mostra que houve uma proporcionalidade entre as
correntes amperométricas e as concentracbes de acido urico, da qual obteve a
seguinte equacao da reta: I(A) = 2,73 x 10™° + 3,95 x 10 [4cido drico] (mol L™Y) e
coeficiente de correlacdo de 0,99. Os limites de deteccéo e de quantificacdo obtidos
foram respectivamente 1,05 x 10° mol L* e 3,32 x 10® mol L™, nas condicdes
adotadas no presente estudo. A repetitividade das medidas apresentou um R.S.D.
menor que 5%. A Figura 58B mostra a analise da adicdo de padrdo onde foram
L™,

enzimaticamente. Por diferenca calculou-se a concentracdo de acido Urico na

injetadas: amostra + padrdo (1 mmol amostra e amostra tratada

amostra.
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Figura 58: Fiagrama de 5 amostras de urina (Al a A5) e curva analitica (P1-P10) com concentracfes
variando de 5 a 50 pmol L™ (em A); curva analitica (em insert Al)e curva de adicdo de padrdo (em B).

6.3.5) Analise das amostras

Na Tabela 22 e na Figura 59 comparam os resultados das analises por
amperometria desenvolvida neste trabalho com uma analise também por
amperometria porém utilizando adicdo de padrdo (Matos e colaboradores, 2000
[146]) para cinco amostras diferentes de urina (em duplicata). O teste t de Student

mostra que o0s valores (texperimentar < tresrico; 0,25 < 2,77, n=4, P=0,05) ndo tem
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diferenca significativa, o que é um indicativo forte da auséncia de erros sisteméaticos.
Uma correlagcdo positiva grau MUITO FORTE (com coeficiente de correlagdo de
Pearson, R= 0,92) entre os métodos amperométricos (curva analitica x adi¢cdo de
padrao) foi encontrada, o intervalo de confianca para a inclinagao e intercepto foram
1,53 +0.37 € 0,20 + 0,14 g L™, respectivamente, para um nivel de confianca de 95%.
Todas as amostras analisadas apresentaram um nivel de acido Urico dentro dos

limites considerados como normais (0,25 a 0,75 g L ™).

Tabela 22: Os resultados dos experimentos de determinacéo de acido trico (g L") em amostras de
urina.

Amostras Amperometria (c_llJrva analitica) Amperometria (ad_il(;éo de padrédo)

(gL™) (gL?)

Al 0,320 0,272
A2 0,372 0,442
A3 0,287 0,235
A4 0,477 0,523
A5 0,388 0,337
Média 0,369 0,362
Vmin 0,287 0,235
Vmax 0,477 0,523
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Amperometria (adi¢éo de padréo) / g L*
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Figura 59: Comparacéo de resultados obtidos pelos métodos de amperometria (curva de calibracéo e
adicdo de padrdo) para andlise de acido Urico em cinco diferentes amostras de urina. Intercepto e
inclinac&o, respectivamente (valor + desvio padrdo): (1,53 + 0,37) g L™ e (0,20 + 0,14).
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6.4 Consideracdes Finais

O eletrodo de ouro modificado com paladio foi escolhido como eletrodo de
trabalho, pois ele apresentou um sinal de corrente maxima para H,O, e minima para
acido urico, sendo assim mesmo que algumas moléculas de acido urico
conseguissem permear pela camada de acetato de celulose este analito ndo seria
detectado. De acordo com os resultados obtidos este eletrodo respondeu a esta
propriedade imposta sobre ele.

Na otimizacdo dos parametros FIA o volume de injecdo de 150 puL e o
percurso analitico de 20 cm foram as condi¢des que originaram sinais transientes
pouco dispersos, bem resolvidos, sem alterar a magnitude dos resultados, com
menor consumo de reagentes, economia de material e de tempo. Neste estudo o
parametro de vazao ndo exerceu influencia sobre o sinal analitico, isto porque o
tratamento enzimatico foi feito em separado do sistema em fluxo.

Com a otimizacéo dos principais parametros da metodologia obteve-se curvas
analiticas bastante precisas com elevado grau de concordancia entre os resultados
alcancados nas analises para as inje¢cdes das solucdes padrdo de &acido durico.
Valores baixos de limite de deteccdo (1,05 pmol L™) e quantificacdo (3,32 umol L™?)
demonstraram a sensibilidade da metodologia amperométrica nesse tipo de
determinacdo. Durante a quantificacdo de acido Urico nas amostras de urina os
resultados variaram entre 0,287 gL™ e 0,477 gL™, com valores médios de acido arico
para as 5 amostras analisadas de 0,367 gL, todos os valores dentro dos limites
considerados como normais (0,25 a 0,75 gL™). Neste estudo a amperometria
diferencial provou ser uma técnica com alta sensibilidade, precisdo, robustez e
elevada frequéncia analitica (cerca de 80 determinacées h™) na determinacéo dos

teores de acido urico em amostras de urina.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Conclusodes finais

A utilizacdo do eletrodo de Au modificado por eletrodeposicéo, com diferentes
metais, entre eles: Pt, Pd, Ir, Rh e associacdo PdPt atribuiu a este eletrodo novas
propriedades fisico-quimicas, originando sinais de correntes mais elevados do que
na auséncia destes metais modificadores, provocando assim uma melhor
sensibilidade do método analitico, o que pode esta relacionado a dois principais
fatores, o primeiro ao aumento de area dos eletrodos e o segundo a um possivel
efeito catalitico destes metais nas respectivas reacfes de oxidacdo estudadas. Para
os analitos estudados: glicose, acido ascorbico e acido urico, independente da
amostra analisada: mel, agua de coco, forrageira, suco ou urina, o eletrodo de Au
modificado com os metais Pd, Pt ou sua associagcdo sempre apresentaram as
maiores correntes de oxidacao, sendo, portanto mais sensiveis.

As enzimas peroxidase, glicose oxidase, e ascorbato oxidase foram
imobilizadas utilizando a resina Amberlite IRA 743 como suporte e o glutaraldeido
como reagente multifuncional, alcancando assim uma imobilizacdo através da
formacédo de ligacdes covalentes cruzadas intermoleculares entre o glutaraldeido e a
resina. Estas enzimas quando imobilizadas permaneceram estaveis, ou seja, nao
perderam a atividade catalitica, por aproximadamente quatro semanas, quando
mantidas sob refrigeracdo em temperatura de - 4°C.

O método proposto para a quantificacdo de glicose foi simples e rapido
podendo ser aplicado em diferentes matrizes. A técnica combinada com a alta
eficiéncia da enzima imobilizada no reator proporcionou uma alta seletividade e
permitiu trabalhar com pequenos volumes de amostras a baixas concentracoes.

A determinacdo amperométrica diferencial de acido ascorbico mostrou-se um
método eficaz, principalmente, quando se trabalha com amostras coloridas ou com
niveis de concentracdo baixos. O método proposto para a extracdo da enzima
ascorbato oxidase a partir do pepino provou ser eficiente. E um método simples e
economicamente viavel, pois pode substituir a enzima comercial (enzima com custo
elevado). Mesmo sem a enzima extraida do pepino ter passado por nenhum
processo de purificagéo, os resultados encontrados apresentam uma boa correlagao

guando comparados ao uso da enzima comercial.
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A andlise de &cido arico em urina usando o método proposto apresentou
como vantagem em relagcdo ao método usado para efeito comparativo (adicdo de
padrdo) uma analise mais rapida, pois com apenas uma curva analitica foi possivel

analisar varias amostras.

Perspectivas Futuras

As determinacdes analiticas, juntamente com a quimica enzimatica s&o
campos promissores da ciéncia em constante crescimento e investimentos durante
essas ultimas décadas. A seletividade das enzimas e a sua capacidade em catalisar
reacdes com substratos de baixas concentracdes sao extensivamente aplicadas na
analise quimica, ambiental, médica e biotecnolégica. O aumento da demanda das
pesquisas e a necessidade de aprimorar novas técnicas fazem com que este
segmento da ciéncia desenvolva-se cada vez mais a fim de suprir as necessidades
das pesquisas futuras.

Com a crescente aclamacdo da comunidade cientifica em identificar e
guantificar diferentes analitos, presentes em concentra¢cdes variadas, nas mais
diversas matrizes, fica evidente a importancia futura das pesquisas no
desenvolvimento de metodologias rapidas, confiaveis e de baixo custo. A
complexidade de uma matriz € um desafio para os pesquisadores e a determinagao
de composi¢cdes quimicas tem varios propositos analiticos além da simples
verificacdo da adulteracéo ou controle de qualidade de produto.

Usando a metodologia proposta para a determinacdo de glicose, outros
acucares, como a sacarose, lactose e maltose também poderiam ser quantificadas,
visto que um dos produtos de oxidacdo enzimatica destes compostos é a glicose, e
para aplicar esta metodologia sera necessario otimizar parametros (pH, temperatura,
concentracgdo, suporte, tipo de imobilizacdo etc.). A quantificacdo de acido ascorbico
podera ser aplicada em outras amostras, principalmente aquelas cujos niveis desta
vitamina sao baixos, como exemplo, pode-se citar amostras de carne como o figado
ou muasculo. Vale salientar ainda o emprego de enzimas extraidas de tecidos
vegetais, assim como a ascorbato oxidase, que pode ser obtida de pepino, abdbora,
repolho, alface, uva ou meldo, outras enzimas também podem ser empregadas
desta mesma maneira e uma delas é a peroxidase que pode ser obtida da abobrinha

(Cucurbita pepo).
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Dentro deste contexto algumas lacunas se abrem: usando associagdo de
metais, para modificar um eletrodo, a sensibilidade do método pode ser melhorada?
A insercdo de alguma substancia ou a alteracdo de alguma condi¢cdo poderia
melhorar a heterogeneidade da superficie do eletrodo modificado? Como a diluicdo
e a armazenamento de amostras podem influenciar nos teores dos analitos ou como
preservar a matriz de uma amostra? Como o teor de enzima especifica em uma
amostra pode interferir na quantificacdo do substrato?

Enfim, € neste contexto de questionamentos que 0s pesquisadores devem
aproximar cada vez mais segmentos da ciéncia como a quimica analitica,

microbiologia, botanica, terapéutica, farméacia e medicina nos estudos futuros.
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