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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um biossensor utilizando o liquido i6nico
hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazol contendo nanoparticulas de
iridio disperso (Ir-BMI.PFg¢) juntamente com a enzima polifenol oxidase
obtida da fruta do conde (Annona squamosa). Esta enzima foi imobilizada
em quitosana ionicamente reticulada com oxalato e o biossensor foi
utilizado na determinacdo de &cido clorogénico em amostras de café
organico e descafeinado. A polifenol oxidase catalisa a oxidacao do acido
clorogénico a sua respectiva quinona, cuja reducdo eletroquimica ocorre
em potencial de +0,25 V (versus Ag/AgCl). As melhores condicoes
experimentais do biossensor foram obtidas utilizando tampao fosfato pH
6,0, 1200 unidades mL™* de enzima, frequéncia de 30 Hz, amplitude de
pulso de 100 mV e incremento de 1,0 mV. A curva analitica foi construida
a partir da corrente resultante versus concentracdao de acido clorogénico
respondendo linearmente em um intervalo de 3,48 x 10°® a 4,95 x 107
mol L, apresentando um limite de deteccdo de 9,15 x 10”7 mol L. A
recuperacdo do acido clorogénico nas amostras de café variou de 93,2 a
105,7% e a determinacdo desta substancia usando o biossensor estd em

concordancia com o método de eletroforese capilar.

Palavras-Chaves: Biossensor, nanoparticulas de iridio, liquido ionico,

polifenol oxidase.
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ABSTRACT

In this work, a biosensor using 1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate with iridium nanoparticles dispersed (Ir-BMI.PF6)
together with the enzyme polyphenol oxidase obtained from the custard
apple (Annona squamosa) was developed. This enzyme was immobilized
on chitosan ionically crosslinked with oxalate and the biosensor was used
in the determination of chlorogenic acid in organic and decaffeinated
coffee samples. The polyphenol oxidase catalyzes the oxidation of
chlorogenic acid to its corresponding quinone, which the electrochemical
reduction occurred at a potential of +0.25 V (versus Ag/AgCl). The best
experimental conditions of the biosensor were obtained using phosphate
buffer pH 6.0, 1200 units mL! enzyme, frequency of 30 Hz, pulse
amplitude of 100 mV and pulse increase of 1.0 mV. The analytical curve
was built from the resulting current versus concentration of chlorogenic
acid responding linearly in a range of 3.48 x 10 to 4.95 x 10™ mol L,
with a detection limit of 9.15 x 10”7 mol L. The recovery of chlorogenic
acid in coffee samples ranged from 93.2 to 105.7% and the determination
of this substance using the biosensor is in line with capillary

electrophoresis method.

Keywords: Biosensor, iridium nanoparticles, ionic liquid, polyphenol

oxidase.



1. INTRODUCAO

1.1. BIOSSENSOR

Clark & Lyons, em 1962, construiram o primeiro sensor
amperométrico a glicose utilizando glicose oxidase fisicamente imobilizada
em uma membrana de celulose acoplada a um eletrodo de oxigénio
(FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; COSNIER, 1999). Desde entao, o
desenvolvimento de dispositivos eletroanaliticos vem sendo projetado e
empregado na anadlise quimica de varias substancias nas mais diversas
areas, tais como clinica, ambiental, biotecnologia e agricultura (MELLO e
KUBOTA, 2002).

O primeiro biossensor contendo tecido vegetal foi desenvolvido por
Kuriyama & Rechnitz em 1981 para a determinacao de L-glutamato. Este
biossensor foi construido colocando-se uma fatia de tecido de abdbora
(yellow squash), fonte da enzima L-glutamato descarboxilase (EC:
4.1.1.15) em um eletrodo de CO,. Essa enzima catalisa a reacao de
oxidacdo do glutamato (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002), como

mostrada na Equacgao 1.

L-glutamato descarboxilase
L-Glutamato »  4-aminobutirato + CO, Eq. 1

Os biossensores contendo tecidos de vegetais oferecem alta

estabilidade, atividade catalitica e tempo de vida, além do baixo custo



quando comparados aos biossensores construidos com enzimas puras.
Estas caracteristicas resultam do ambiente natural onde as enzimas sao
encontradas (MELLO e KUBOTA, 2002). Porém, a baixa seletividade
devido a presenca de outras enzimas no tecido vegetal e o longo tempo
de resposta ocasionado pela espessura do tecido compromete a utilizagao
desse sistema. Desse modo, alternativamente pode ser utilizado pd do
tecido desidratado ou extrato bruto do vegetal para construcao de
biossensores (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002; CAMPAS et al., 2008).

Signori & Fatibello-Filho foram os pioneiros no desenvolvimento de
um biossensor utilizando extrato bruto (homogenato) de vegetal. O
biossensor foi construido empregando extrato de inhame (Alocasia
macrohiza) como fonte da enzima polifenol oxidase imobilizado com
glutaraldeido na superficie de um eletrodo de oxigénio e usado na
determinacdo amperométrica de compostos fendlicos em aguas
residuarias (FATIBELLO-FILHO e VIERA, 2002).

O grande potencial de aplicagcdes tecnoldgicas dos biossensores
tem impulsionado o crescimento de publicacdbes nesta area,
principalmente nos Ultimos anos com o desenvolvimento de novos
dispositivos, bem como novas técnicas de imobilizagdo do material
bioldgico (TELES e FONSECA, 2008).

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo composto
por um material biolégico (enzimas, anticorpos, antigenos, entre outros)
conectado a um transdutor que converte o sinal bioldgico em um sinal

apropriado, proporcional a concentracdo do analito. O principio da



deteccao é o vinculo especifico do analito de interesse com o material
biolégico de reconhecimento imobilizado em um suporte adequado. Esta
interacdo resulta em uma mudanca nas propriedades fisico-quimicas
(variacao de pH e de massa, transferéncia de elétrons, transferéncia de
calor, etc) que é detectada e medida pelo transdutor (VELASCO-GARCIA e
MOTTRAM, 2003).

Qualquer varidvel que esteja relacionada com a reacdo de
reconhecimento podera ser usada para gerar um sinal. Dentre os
transdutores utilizados destacam-se 0s amperométricos,
potenciométricos, Opticos, piezoelétricos e calorimétricos (FATIBELLO-
FILHO e CAPELATO 1992; MELLO e KUBOTA, 2007). Os componentes que

formam um biossensor estao ilustrados na Figura 1.

P . ‘l Amperom étrico — Transferéncia
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| ‘_ E de eletrons
o A ‘| Potenciométrico —> fon seletivo
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Anticorpo eletromagn ética Elétrico
B d
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. . ; Stri ¢ao de
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Material de
Reconhecimento
Molecular

Figura 1: Principio de operacao de um biossensor

(http://www.jaist.ac.jp/~yokoyama/biosensor.html).




No transdutor amperométrico a medida de intensidade de corrente,
utilizando um potencial fixo, gera uma corrente proporcional a
concentracdo da espécie na superficie do eletrodo. O sistema
normalmente é constituido por trés eletrodos: um eletrodo de trabalho
para monitorar a resposta do analito, um eletrodo de referéncia que
regula o potencial aplicado no eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar
que fornece a corrente ao primeiro (D ORAZIO, 2003; RICCARDI et al.,
2002).

O transdutor potenciométrico envolve um eletrodo ion seletivo que
produz um sinal elétrico obtido pela sensibilidade da mudancga no potencial
gue resulta da acumulacdo de ions na membrana do eletrodo de trabalho.
Transdutores potenciométricos sao utilizados em inUmeras aplicagoes
comerciais, sendo o eletrodo de vidro o mais conhecido (LEI et al., 2006).

O transdutor 6ptico estd baseado na reacdo entre a enzima e o
analito que ira oxidar um croméforo provocando uma mudanca na
absorcdo da radiacdo eletromagnética. A absorbancia do composto
formado é proporcional a concentracdo do analito a ser determinado. As
principais vantagens desse transdutor envolvem a rapidez e a
reprodutibilidade das medidas, enquanto a principal desvantagem se da
pelo alto custo do aparelho utilizado (FARRE et al., 2008).

O transdutor piezoelétrico consiste na utilizacdo do fendmeno de
deformacdo mecanica da superficie de alguns cristais (quartzo, turmalina,
etc) onde wuma diferenca de potencial elétrico ¢é produzida

proporcionalmente a pressao aplicada. Quando o cristal piezoelétrico é



colocado em um campo elétrico oscilante ocorre o efeito inverso
provocando distorgoes fisicas no cristal. Nos biossensores, a mudanca de
massa ou a viscosidade da solucdo, devido a interacdo entre a superficie
do transdutor modificado e das espécies detectaveis, podem ser
determinadas (JIA et al., 2008; BIZET et al., 1999).

Os transdutores calorimétricos baseiam-se na medida da variacao
de temperatura produzida por uma reacdo enzimatica utilizando um
termistor que obterd uma resposta linear da temperatura em funcdo da
concentragcao do analito, baseando-se em variacdoes de sua resisténcia
(FARRE et al., 2008).

Os biossensores sdo ferramentas promissoras para auxiliar técnicas
ja existentes, devido as suas caracteristicas intrinsecas como seletividade,
elevada sensibilidade, reprodutibilidade, custo moderado, potencial para
miniaturizacdo/automacao, reducao de procedimentos de pré-tratamento
da amostra e construcdao de dispositivos simples para rapido
monitoramento continuo (GOMES e REBELO, 2003; FREIRE et al., 2002).
As desvantagens das medicOes eletroquimicas, comparadas as efetuadas
com técnicas espectroscopicas, refere-se a menor abrangéncia de
compostos possiveis para determinacdao (MELLO e KUBOTA, 2007;
FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992).

As enzimas sao altamente especificas e esta importante
caracteristica favorece o crescimento de seu uso na construcdo de novos
biossensores. Um biossensor desejavel e de bom funcionamento deve

oferecer elevado nivel de seletividade, boa estabilidade nas condicdes de



operacao (temperatura, pH, etc) e também nas condicdes de
armazenamento, mantendo a atividade bioldgica por um longo periodo de

tempo e possuir boa reprodutibilidade (PATACAS, 2007).

1.2. ENZIMAS

Com excecdao de um pequeno grupo de moléculas de RNA com
propriedades cataliticas, todas as enzimas sao proteinas especializadas na
catdlise de reagdes bioldgicas. Elas atuam no sentido de aumentar a
velocidade da reacdao e diminuir a energia de ativacdao para que esta
reacao quimica seja termodinamicamente favoravel sem a modificacao do

equilibrio quimico (BERG et al., 2002; VOET e VOET, 1995), como

mostrada na Figura 2.

Reac&o sem 7\

Enzima iy

Reacédo Catalisada
com Enzima

Energia (AG?)

Reagentes
9 Produtos

Figura 2: Representacao comparativa da energia de ativacao de uma

reacao nao enzimatica e uma reagao enzimatica.



As enzimas sao classificadas em seis grandes grupos de acordo

com o tipo de reacdes que catalisam. Tal divisao foi proposta pela Uniao

Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular

(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/).

1.

Oxidorredutases: Realizam reacdoes de oxido-reducdo em

sistemas bioldgicos, incluindo nesta classe as hidrogenases,
oxidases, peroxidases, hidroxilases e as oxigenases.

Transferases: Catalisam a transferéncia de grupos de um

composto para o outro.

Hidrolases: Envolve reacdes de hidrélise de ligacOes
covalentes.

Liases: Catalisam a quebra de ligagbes covalentes e a

remocao de moléculas de agua, amonia e gas carbodnico.

Isomerases: Catalisam reacdes de isomerismos O&pticos e
geomeétricos.
Ligases: Realizam a unidao de duas moléculas associadas a

ruptura da ligagao do ATP.

As enzimas sao caracterizadas pela quantidade de aminoacidos

presentes em sua estrutura e a ordem em que se encontram. A estrutura

primaria é a seqliéncia de aminoacidos que forma a cadeia polipeptidica. A

estrutura secundaria compreende as distorcdes angulares da cadeia

protéica devido as interagdes intermoleculares formadas através de



pontes de hidrogénio fazendo com que a proteina assuma uma forma de
a-hélice ou p-folha. A conformacdo espacial da proteina como um todo
forma sua estrutura tercidria, que é composta por dobras e enrolamentos
provocados pelas interagdes hidrofébicas entre os grupos dos aminoacidos
e a agua. Refere-se a estrutura quaternaria quando ha mais de uma
subunidade da estrutura tercidria interagindo entre si formando complexos
tridimensionais de uma ou mais cadeias polipeptidicas (GUILBAULT, 1984;
BERG et al., 2002; VOET e VOET, 1995). A Figura 3 apresenta as quatro

estruturas de formagao das enzimas.



HO

estrutura primdria
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=

Figura 3: Estrutura primaria, secundaria, tercidria e quaternaria de uma

enzima (http://www.simbiotica.org/composicaoquimicacelula.htm).

A atividade catalitica, bem como sua estabilidade e especificidade
depende da sua estrutura tridimensional. Condicdes ambientais tais como
pH, temperatura e forca ionica do meio afetam a estrutura da enzima e,
em decorréncia, suas propriedades. No sitio ativo da enzima, onde ocorre
o processo de catdlise, encontram-se residuos de aminoacidos que

participam diretamente na quebra e/ou formacao de ligagdes. Algumas
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enzimas necessitam de ions metdlicos ou moléculas organicas complexas
denominadas coenzimas para realizar a atividade catalitica. A apoenzima
seria a parte protéica de uma enzima desprovida dessas moléculas. A
molécula toda (coenzima e apoenzima) recebe o nome de holoenzima
(GUILBAULT, 1984; BERG et al., 2002; VOET e VOET, 1995; MIKKELSEN e
CORTON, 2004).

A alta especificidade da enzima deve-se a acomodacao do
substrato no sitio ativo que interage com os grupos quimicos da cadeia
lateral dos aminoacidos presentes. Todo tratamento que modifique a
conformacao da enzima modificando a estrutura do sitio ativo, alterara as
propriedades cataliticas da enzima e, portanto, o seu funcionamento
(LIMA et al., 2001). A Figura 4 ilustra uma molécula da enzima polifenol

oxidase e seu sitio ativo.

Figura 4: Molécula da enzima polifenol oxidase e seu sitio ativo

(DURAN et al.,2002).
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Em 1894, Hermann Emil Fischer prop6s um modelo para explicar a
especificidade enzimatica que é comparada a um modelo chave-
fechadura. Neste modelo, prevé-se o encaixe perfeito do substato - a
chave, de maneira precisa no sitio ativo da enzima, que seria rigido como
uma fechadura (Figura 5a). No entanto, Daniel E. Koshland Jr. em 1958
sugeriu o modelo do ajuste induzido (Figura 5b): o sitio ativo de algumas
enzimas assume estruturas flexiveis moldando-se a molécula do substrato
durante o estado de transicao e como resultado, o substrato nao se liga
simplesmente a um sitio ativo rigido. As cadeias laterais dos aminoacidos
que formam o sitio ativo sofrem uma reorientacdo de maneira que as suas
posicoes favorecem a acao catalitica da enzima. O sitio ativo continua a
sofrer modificacbes até que o substrato esteja completamente ligado,

sendo determinada neste momento a sua conformacao final.

S?str‘a'ro
c M.
\l =) 0 =) 0 =) A/Pr‘odux‘os
Sitio
Enzima Ativo Complexo Complexo

Enzima/Substrato Enzima/Produto

(@)
St:;sfra'ro
N
\ =) =) =) =) lir/odu'ros
Sitio
Enzima Ativo Mudanga Complexo Complexo
conformacional Enzima/substrato Enzima/produto
do sitio ativo
(b)

Figura 5: Modelo (a) chave-fechadura e (b) encaixe induzido.



12

1.3. CINETICA ENZIMATICA

A cinética de uma enzima é estudada avaliando-se a quantidade de
produto formado ou a quantidade de substrato consumido por unidade de
tempo de reacao. No modelo de uma reacdo cinética existe uma reacdo
bimolecular inicial entre a enzima (E) e o substrato (S) para formar o
complexo (ES) como pode ser observado pela Equacao 2. O complexo ES
tem uma energia de ativacao ligeiramente menor que a do substrato
isolado, e a sua formacao leva ao aparecimento do estado de transicao.
Numa segunda etapa, mais lenta, o complexo ES é desfeito liberando o
produto reacional e a enzima livre que ira combinar-se com outra
molécula do substrato (S) (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; BERG et

al., 2002; MIKKELSEN e CORTON, 2004).

E+S s=—>[ESle—=> E+P Eqg. 2.

Todavia, a medida que a quantidade de substrato aumenta a
enzima satura-se, atingindo o equilibrio estacionario onde a reacao
alcanca a sua velocidade maxima (Vmax) (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO,

1992; MIKKELSEN e CORTON, 2004).
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velocidade
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Zoncentragio do Substrato

Figura 6: Concentragao de substrato versus velocidade da reagao
Enzimatica (http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Michaelis-

Menten_saturation_curve_of_an_enzyme_reaction.svg).

Leonor Michaelis e Maud Menten em 1913 definiram uma constante
(Kvm) para estabelecer a relagao entre a concentracao do substrato e a

velocidade da reacdo enzimatica (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992;

BERG et al., 2002) apresentado na Equacao 3.

V= _Vm]S]

Eqg. 3.
Ku +I[S]

onde: V = velocidade de reacao

Vm = velocidade maxima

Km

constante de Michaelis-Menten

[S] = concentracdo do substrato
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A constante de dissociacdo do equilibrio envolvendo o complexo ES

€ conhecida pela constante de Michaelis-Menten, Ky (Eq. 4) em que:

Ku =K1+ Ky Eq. 4.

K1
O Km de um substrato para uma enzima especifica é caracteristico,
fornecendo um parametro de especificidade entre substrato-enzima. Deste
modo, quanto menor o valor de Ku, maior serd a sua especificidade

(LEHNINGER, 1995; BERG et al., 2002).

1.4. POLIFENOL OXIDASE

A enzima polifenol oxidase, PFO (E.C. 1.14.18.1) é responsavel
pelo escurecimento observado quando frutas e vegetais sao descascados,
cortados ou amassados, através da oxidacdao enzimatica de compostos
fendlicos catalisados pela enzima na presenca do oxigénio molecular,
acarretando perdas econ6micas consideraveis, além da diminuicao da
qualidade nutritiva e alteracao do sabor (KUMAR et al., 2008; SHARMA et
al., 2009; ZAMORANO et al., 2009). Esta enzima também ¢é responsavel
pela sintese da melanina e pela coloracao dos olhos e dos cabelos em
humanos (BABU et al., 2008; NILLIUS et al., 2008; DECKER et al., 2007).

As PFOs (Figura 7) sdao metaloproteinas contendo no sitio ativo dois

atomos de Cu(II), cada um coordenado a trés moléculas de histidina
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(PERALTA et al., 2006). Sao amplamente distribuidas em plantas e

também em microorganismos (bactérias, protozoarios e fungos).

Figura 7: Estrutura tridimensional da polifenol oxidase

(http://home.hiroshima-u.ac.jp/sugil/tyrc.JPG).

A enzima PFO, presente em grande quantidade em cogumelos, foi
descoberta em 1895 por Bourquelot e Bertrand, e ficou primeiramente
conhecida como tirosinase, pois o primeiro substrato usado para sua
determinacao foi a tirosina. Ela é também conhecida como catecol
oxidase, catecolase e cresolase e catalisa tanto a hidroxilacdo de
monofendis (e.g. tirosina, fenol, etc) a o-difendis (Eq. 5), assim como a
oxidacdo de o-difendis (e.g. catecol, L-dopa, dopamina, adrenalina, etc) a
sua correspondente o-quinona (Eq. 6) (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA,

2002; LUPETTI et al., 2003).
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OH OH
Eq. 5
OH
PFO
+ 0, + 3H' —» + H,0
FENOL CATECOL
OH (o]
OH O
PFO Eq. 6
+ 120, —— + H0
CATECOL 0-QUINONA

As o-quinonas formadas polimerizam-se reagindo com aminoacidos
enddgenos e proteinas para formar pigmentos marrons (KUMAR et al.,
2008; IMM e KIM, 2009; FU et al., 2007).

A PFO tem sido isolada de varias fontes, tais como banana, péra,
maca, entre outras. O pH étimo para sua atuacdo varia com a origem da
enzima e a natureza do substrato. Na maioria dos casos, o seu pH étimo
encontra-se na faixa entre 6,0 e 7,0, tendo atividade menor em pHs
abaixo ou acima desses valores. (KUMAR et al., 2008).

A PFO é considerada uma enzima de baixa estabilidade térmica. A
exposicdo do tecido por curto periodo de tempo a temperaturas acima de
70 oC é suficiente, na maioria dos casos, para reduzir ou eliminar sua
atividade catalitica. A diminuicdo da atividade em altas temperaturas

deve-se ao desdobramento da estrutura terciaria (KUMAR et al.; 2008).
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1.5. IMOBILIZAGCAO DE ENZIMAS

Enzimas tornaram-se uma poderosa ferramenta catalitica em uma
ampla variedade de processos quimicos (PEREIRA et al., 2003), incluindo
as areas de biossensores, bioreatores e catalisadores em reacdes
organicas (KLOTZBACH et al., 2008; DALLA-VECCHIA et al., 2004).
Porém, o curto tempo de vida das enzimas em solugdo na sua forma
nativa limita a sua utilizacao. Desta forma, o principal interesse em
imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com menor sensibilidade
a interferentes e maior estabilidade quanto as mudangas por fatores
guimicos, fisicos ou bioldgicos em comparacdo a sua forma livre, podendo
alcancar mais de 45 dias de atividade catalitica na sua forma imobilizada
(KIM et al., 2006; DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Como em reagodes quimicas e bioquimicas a reutilizacdo de enzimas
livres é limitada e seu descarte é economicamente inviavel, o uso de
enzimas imobilizadas também oferece vantagens como o controle da
formacao do produto e facilidade da sua remocdao no meio reacional
(ALTUN e CETINUS, 2007). Entretanto, a idéia de reutilizar enzimas
implica na sua estabilidade, que deve ser alta o suficiente para ser um
processo adequado (MATEO et al., 2007).

As propriedades de imobilizagdo de enzimas sao governadas tanto
pelas suas propriedades como pelo seu material de suporte. Um suporte
criteriosamente escolhido pode melhorar significativamente o desempenho

do sistema de imobilizagao (JAHNZ et al., 2003).
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Diferentes procedimentos para imobilizacdo de enzimas vém sendo
desenvolvidos (Figura 8). Em geral, os métodos podem ser classificados
em adsorgao fisica, onde a enzima nao sofre nenhuma alteracdao em sua
estrutura quimica, e ligacdo quimica, onde a enzima é quimicamente
ligada ao suporte por ligacdes covalentes (ALTUN e CETINUS, 2007).

Entre estes métodos, a adsorcdo da enzima em um suporte sélido
é a forma mais facil de execugcdao e o mais antigo protocolo de imobilizacdo
fisica (KARA et al., 2005; DALLA-VECCHIA et al., 2004). Neste método, as
enzimas unem-se ao suporte através de ligagdes de baixa energia
(ligacdes de hidrogénio, idnicas ou forcas de van der Waals) sem qualquer
modificacdo quimica. Todavia, com a aplicacdo desta técnica na
construcdo de biossensores teremos uma baixa estabilidade operacional,
uma vez que o biocatalisador pode lixiviar do eletrodo (OLIVEIRA e
VIEIRA, 2006 B; VILLENEUVE et al., 2000; MIKKELSEN e CORTON, 2004).

As técnicas de encapsulamento e oclusdao consistem em aprisionar
a enzima em um polimero insolivel ou em uma microcapsula. Neste
sistema é criada uma membrana seletiva que impede a difusao das
enzimas através da membrana polimérica, enquanto que moléculas de
baixa massa molar (substratos e produtos) difundem-se facilmente. A
vantagem deste método é a obtencdo de uma maior estabilidade quanto
as alteracdoes do ambiente da enzima que ndo reage quimicamente com o
suporte, sem comprometimento de seu sitio ativo. Porém, neste processo
de imobilizacdo a atividade enzimatica pode ser prejudicada devido a

efeitos difusionais do substrato através da membrana afetando o tempo
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de resposta do biossensor (DALLA-VECCHIA et al., 2004; VILLENEUVE et
al., 2000; MIKKELSEN e CORTON, 2004).

A imobilizagdo covalente baseia-se na reagao entre grupos
funcionais terminais das enzimas, ndo essenciais a atividade catalitica,
com grupos reativos dos suportes. Desta forma, os suportes devem
possuir grupos funcionais que possam ser ativados. Os principais
aminodacidos usados para ligacao covalente de uma enzima sdo: lisina,
tirosina, cisteina e histidina. O emprego do método de ligacdao covalente
para o preparo de biossensores pode levar a uma melhor estabilidade
operacional, uma vez que dificilmente a enzima ird desprender-se do
suporte formando uma ligacao irreversivel (VILLENEUVE et al., 2000;
MIKKELSEN e CORTON, 2004).

Na ligagcao covalente cruzada, reagentes bi ou multifuncionais sao
utilizados para reagirem com os grupos livres contidos na cadeia protéica
formando uma rede polimérica entre o suporte, assim como a formacao
de ligagbes cruzadas entre as moléculas de enzima e do suporte. As
ligacbes de enzimas por este método sdo irreversiveis, apresentando uma
elevada resisténcia a variacdes de pH e temperatura, propiciando suportes
de alta atividade e resisténcia a desnaturagao. A desvantagem desta
técnica se da devido a sensibilidade de algumas enzimas a reacdo de

reticulagdo (MIKKELSEN e CORTON, 2004; VILLENEUVE et al., 2000).
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Figura 8: Técnicas de imobilizagdao de enzimas.

1.6. QUITOSANA

Quitosana (QTS) é um polissacarideo obtido da desacetilacao
parcial da quitina em meio alcalino, constituida de unidades B(1,4)-2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose (Figura 9A) e fB(1,4)-2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose (Figura 9B). A maioria dos grupamentos acetamido
(-NHCOCHs) na quitina, durante a reacdo de hidrdlise alcalina, é

transformada em grupos amino (-NH,) ao longo da cadeia polimérica.
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Figura 9: Estruturas quimicas das unidades (A) B(1,4)-2-amino-2-desoxi-

D-glicopiranose e (B) B(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-licopiranose.

Embora a estrutura da QTS seja representada como um
homopolimero, a operacao de desacetilacdo é raramente completa e a
maioria dos produtos comerciais € de copolimeros compostos por
unidades repetidas de quitosana e quitina alternadamente (Figura 10)
(KRAJEWSKA, 2004; YEN et al.,, 2009). Estes copolimeros sdo
caracterizados pelo seu grau de acetilacdo, que é a razdo molar média de
unidades de N-acetil-D-glucosamina em uma cadeia macromolecular
(ONESIPPE e LAGERGE, 2008). Assim, qualquer polimero quitina que
possua um grau de acetilacdo menor que 60%, ja pode ser considerado
QTS (VARMA et al., 2004). A QTS possui trés tipos de grupos funcionais
reativos: um grupo amino, um grupo hidroxila primario e um grupo

hidroxila secundario (SUH e MATTHEW, 2000).



22

OH

OH OH
o o é ;o
" —
O Ho O Ho _OHo O
NH, \NHZ NHCOCH,|

Figura 10: Estrutura quimica da quitosana.

Por ser um polieletrélito que contém os grupos hidroxila e amino
distribuidos de maneira randdomica ao longo da sua cadeia polimérica é
capaz de reagir com diferentes compostos como glutaraldeido, glioxal
(GUPTA e JABRAIL, 2006), formaldeido (KLOTZBACH et al., 2008),
epicloridrina (OLIVEIRA et al., 2006 A), carbodiimida (OLIVEIRA et al.,
2006 B), entre outros, para promover ligacdes covalentes com estes
agentes reticulantes. Em meio &cido, os grupos amino da QTS sao
protonados sendo assim um material soliUvel em meio aquoso. As cargas
positivas formadas podem sofrer interacdes com diversos anions como,
por exemplo, tripolifosfato de sédio (FERNANDES et al., 2008), sulfato de
sddio e citrato de sédio (GUPTA e JABRAIL, 2007) permitindo a fabricacao
de géis, membranas e microparticulas usadas principalmente como
suporte ideal para imobilizacao de enzimas (ALTUN e CETINUS, 2007).

Devido as suas propriedades como baixa toxicidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, fungicida e antitumoral, este
polimero vem sendo largamente empregado na medicina, em produtos

farmacéuticos, na agricultura, em biotecnologia, na industria de
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alimentos, e tratamento de efluentes industriais (ONESIPPE e LAGERGE,

2008).

1.7. LIQUIDO IONICO

A quimica dos liquidos i6nicos (LI) foi impulsionada em 1914 por
Paul Walden como alternativa para diminuir a temperatura de eletrdlitos
de baterias, onde o composto obtido, nitrato de etilamoénio, formado pela
reacao de etilamina e acido nitrico concentrado, apresentou baixo ponto
de fusao (12 °C) (CONSORTI et al., 2001).

Os LI sdo compostos formados por grandes cations organicos (i.e.,
imidazdis, piridinas, pirrolidinas, piperidineos) juntamente com &nions na
sua maioria inorganicos (i.e., ClI°, PFs~, BF;"), com ponto de fusdo abaixo
dos 100 °C (BENNET e LEO, 2004; ANDERSON et al., 2006). A grande
diferenca no tamanho do cation volumoso comparado com o pequeno
tamanho do anion provoca uma desorganizacdo dos ions, que por isto se
encontram na forma liquida em temperatura ambiente (WEI e IVASKA,
2008).

Uma caracteristica peculiar dos LIs é a ampla possibilidade de
variacdo de suas propriedades fisico-quimicas, alcancada através de
diferentes combinacdes entre os cations e dnions que sdo empregados na
sua sintese (CONSORTI et al., 2001).

Nos ultimos anos, a substituicdo dos solventes organicos volateis e

nocivos utilizados na industria tornou-se um grande interesse como uma
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parte de novas tecnologias denominadas “quimica verde”. Devido a sua
baixa pressdo de vapor, sendo, portanto pouco inflamaveis, os LIs estao
recebendo grande atencdao como promissores substitutos dos solventes
tradicionais (CONSORTI et al., 2001; LUCZAC et al., 2008).

As vantagens dos LlIs incluem propriedades como alta estabilidade
guimica e térmica, baixa volatilidade, alta polaridade, excelente
condutividade i6nica, sdo liquidos a temperatura ambiente, possuem
ampla janela eletroquimica de potencial e muitas catalises enzimaticas
apresentaram um aumento de atividade e estabilidade comparadas com
solventes organicos convencionais (WANG et al., 2007 A). Porém, o
elevado preco comparado com solventes orgénicos tradicionais,
dificuldade de purificacdo e também sua alta viscosidade, que dificulta a
agitacao e a homogeneizacao, tornando lenta a dissolugao de algumas
substancias sélidas, sdao desvantagens apresentadas pelos LIs (DUPONT e
SUAREZ, 2006).

O uso de LIs expandiu-se para diversas areas como sintese
organica e inorganica, catalise, formacao de metais nanoestruturados,
processo de extracdo liquido-liquido, polimerizacdao, (CONSORTI et al.,
2001; WEI e IVASKA, 2008) aplicagcdo em quimica analitica, incluindo
sensores, quimica bioanalitica e  biossensores eletroquimicos
(PAULIUKAITE et al.; 2008). Na eletroquimica, estes materiais vém sendo
utilizados como substitutos dos tradicionais aglutinantes na construcao de

eletrodos de pasta de carbono, devido ao fato de apresentarem uma
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elevada janela eletroquimica de potencial e alta condutividade i6nica (WEI
et al., 2007; SAFAVI et al., 2006).

Uma das classes mais comuns de LIs é aquela baseada em cations
imidazdis. Os primeiros sais imidazodis estaveis foram descritos por Wilkes
e colaboradores no inicio dos anos 90, e continham em suas estruturas
anions como o tetrafluorborato (BF;”) e de hexafluorfosfato (PFs™). Estes
LIs tornaram-se muito populares, devido principalmente a facilidade de
sintese, grande variacao de suas propriedades fisico-quimicas com a
natureza do anion e dos substituintes do anel imidazol e sua alta
estabilidade térmica, com decomposicdo acima de 400 °C (DUPONT e
SUAREZ, 2006). Uma propriedade atrativa do LI contendo o cation
imidazol é o seu potencial para estabilizacdo de espécies metalicas
(SCHEEREN et al., 2006), e que, devido a sua alta atividade catalitica,
poderiam ser aplicados em diversas areas, incluindo catélise, dispositivo
para armazenamento de energia, dispositivos magnéticos, liberacao de
drogas, sensores elétricos, entre outros (DASH et al., 2008; BARON et al.,
2005; VENKATACHALAM et al., 2008).

LIs estabilizam nanoparticulas metdlicas em funcao da sua alta
carga ibnica, alta polaridade, alta constante dielétrica e rede
supramolecular, proporcionando uma espécie de '"concha protetora" para
as nanoparticulas metadlicas, sendo que nenhuma molécula extra ou
solvente organico seja necessario (REDEL et al., 2008).

Nanoparticulas metdlicas normalmente sdo utilizadas em

biossensores amperométricos na deteccdo eletroquimica de alguns
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compostos que apresentam o potencial de oxidacao relativamente alto
versus o eletrodo de referéncia como Ag/AgCl. Consequentemente ocorre
a cooxidacdo de substancias eletroquimicamente ativas que também
podem ser oxidadas na superficie do eletrodo resultando em correntes
interferentes indesejaveis. Na tentativa de superar este problema,
modificacdes dos eletrodos vém sendo utilizadas com a introducdo de
metais eletrocataliticos como platina, rédio, ruténio, paladio, iridio, etc
(LEE et al., 2007). Estas particulas metdlicas dispersas apresentam
atividade eletrocatalitica em potenciais relativamente baixos onde a co-
oxidacao de interferentes no eletrodo de trabalho é negligenciada.
Nanoparticulas metdlicas também sdo utilizadas frequentemente na
transferéncia de elétrons do centro redox da enzima até a superficie do

eletrodo (SARMA et al., 2008; SHEN et al., 2007).

1.8. ACIDO CLOROGENICO

Os acidos fendlicos sao estruturalmente fendis simples que incluem
dois grupos: &cidos hidroxicinamicos e acidos hidroxibenzdicos
(ANDJELKOVIC’ et al., 2006). O acido clorogénico é um acido fendlico
formado pela esterificacdo dos acidos cafeico e quinico e sua estrutura
guimica esta representada na Figura 11.

Muitas plantas sdo fontes do acido clorogénico, sendo o café uma
das bebidas mundialmente populares e a maior fonte deste acido na dieta

humana (LAFAY et al., 2006; MOCCELINI et al., 2008).
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Figura 11: Estrutura quimica do acido clorogénico.

Estudos experimentais mostraram efeitos positivos quando este
acido é ingerido regularmente, indicando que o composto apresenta
atividade antioxidante, anticarcinogénica e antimutagénica, assim como
possui também efeitos analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatdrios (LEE
et al., 2008; VAHER e KOEL, 2003; MOCCELINI et al., 2008). Entretanto,
a maioria dos consumidores se preocupa com a quantidade excessiva de
café ingerida, devido ao sintoma de refluxo causado pelos componentes
dos acidos presentes. Apesar da grande quantidade do acido clorogénico
no café este se hidrolisa facilmente ao acido cafeico e quinico na etapa de
torracdo gerando um gosto amargo (FUJIOKA e SHIBAMOTO, 2008;
WANG et al.,, 2007 B, MOCCELINI et al., 2008). Portanto, & muito
importante estabelecer métodos quantitativos para monitorar a
concentracao de acido clorogénico em todos os tipos de amostras
comerciais.

Diversos métodos analiticos tém sido propostos para a
determinagao de acido clorogénico, sendo que a maioria estd baseada na

determinacdo através de cromatografia liquida (FRANK et al., 2008; HU et



28

al., 2008; KRIZMAN et al., 2007; LIU et al., 2008; LIU et al., 2009;
MARIN-MARTINEZ et al., 2009; MARQUES e FARAH, 2009; MATTILA e
HELLSTROM, 2007). Os métodos de eletroforese capilar (SAFRA et al.,
2007; VAHER e KOEL, 2003; WANG et al., 2007 C), quimiluminescéncia
(WANG et al., 2007 B) e eletroanaliticos (CARVALHO et al., 2008)
(MOCELLINI et al., 2008) (SANZ et al., 2005) representam alternativas

aos métodos cromatograficos para a determinacao de acido clorogénico.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo imobilizar a enzima polifenol
oxidase, obtida da fruta do conde, em quitosana ionicamente reticulada
com oxalato de sddio e utilizar este material na construcdo de um
biossensor juntamente com o liquido i6nico hexafluorfosfato de 1-n-butil-
3-metilimidazol contendo nanoparticulas de iridio (Ir-BMI.PF¢). Este
biossensor sera otimizado e utilizado para a determinacdo de acido

clorogénico em café organico e descafeinado.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter um homogenato da fruta do conde contendo a enzima polifenol

oxidase;

e Determinar a atividade da enzima pelo método espectrofotométrico;

e Reticular o biopolimero quitosana com oxalato de sodio;

e Imobilizar a enzima em quitosana previamente reticulada;

e Construir o biossensor contendo polifenol oxidase imobilizada em
quitosana reticulada e liquido i6nico;

e Otimizar os parametros analiticos usando a técnica de voltametria de

onda quadrada;
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Aplicar o biossensor na determinacdo de acido clorogénico em café
organico e descafeinado;

Comparar o teor de acido clorogénico nas amostras de café
selecionadas usando o biossensor proposto e a técnica de eletroforese

capilar.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

As solugdes foram preparadas empregando-se agua deionizada e
todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Solugdo tampao fosfato (0,1 mol L) foi preparada dissolvendo-se
em agua destilada 11,998 g de monohidrogenofosfato de potassio (Vetec)
e 14,196 g de dihidrogenofosfato de potassio (Vetec) em um béquer. Esta
solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 1,0 L onde foi
completado o volume. Para o ajuste dos pHs 7,0 a 9,0 foram adicionadas
gotas de hidréxido de sédio (F. Maia) 2,0 mol L. Para o ajuste do pH 6,0
foram adicionadas gotas de acido fosférico concentrado (Nuclear).

Para o preparo da solugdo tampdo acetato (0,1 mol L) foi
dissolvido 8,2 g de acetato de sdédio (F. Maia) em um béquer contendo
agua destilada e adicionado 5,7 mL de acido acético concentrado (CRQ).
Posteriormente a solugao foi transferida para um baldo de 1,0 L, onde
completou-se o volume com agua destilada. Para o ajuste do pH 5,0
foram adicionadas gotas de hidréxido de sédio (F. Maia) 2,0 mol L.

Na determinacao da atividade enzimatica da polifenol oxidase
obtida da fruta do conde foi utilizada uma solucao de catecol (Aldrich)
0,05 mol L preparada mediante diluicdo de 0,55 g do reagente catecol
em tampé&o fosfato 0,1 mol L'! (pH 7,0) em um baldo volumétrico de 100

mL .
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A quitosana utilizada como suporte para imobilizagao da enzima foi
obtida da Sigma apresentando um grau de desacetilacdao de 85%.

Solucdo de oxalato de sddio (Merck) usado como reticulante do
biopolimero quitosana foi preparada solubilizando-se 2,5 g do reagente
em um baldo volumétrico de 50 mL e completando-se o volume com agua
destilada.

Solugdo de 4&cido clorogénico (Sigma) 5,0 x 10™ mol L' foi
preparada diariamente pela dissolucao de 1,8 mg deste reagente em

baldo volumétrico de 10 mL com tampé&o fosfato 0,1 mol L'! (pH 6,0).

3.2. INSTRUMENTACAO

Para a obtencao da enzima polifenol oxidase foi utilizado um
liquidificador da marca Black & Decker modelo IB900 onde posteriormente
o material foi filtrado em funil contendo quatro camadas de gaze. Para a
centrifugacao do extrato foi utilizada uma centrifuga Hitache modelo
Himac CR 20B2.

Um espectrofotobmetro da Micronal modelo B572 e cubeta de
quartzo de 1,00 cm de caminho dptico foram usados na obtencdo das
medidas de absorbancia para a determinacdao da atividade do extrato
enzimatico.

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato-
galvanostato da Autolab PGSTAT12 (Eco Chemie, Suécia) utilizando um

software da GPES versdao 4.9.006, Eco Chemie. Uma célula de vidro, com
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tampa de PVC sem compartimento divisoério foi utilizado contendo 10 mL
de tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 6,0) juntamente com aliquotas de
solugao padrao de acido clorogénico ou aliquotas das amostras de café.
Os trés eletrodos empregados foram o biossensor construido no
laboratorio utilizado como eletrodo de trabalho, uma placa de platina (0,5
cm?) usada como eletrodo auxiliar e o eletrodo de Ag/AgCl (3,0 mol L*

KCI) como eletrodo de referéncia como mostra a Figura 12.

Eletrodo de Referéncia

MAGNETIC STIRRER
HI 190M

HANNA
instruments

POWER @

Figura 12: Representacao da célula eletroquimica contendo o eletrodo de

trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar.

As morfologias das pastas de carbono contendo nujol ou Ir-BMI.PF¢
foram analisadas no Laboratério de Caracterizagdo Microestrutural (LCM-
LaBMAT) do Departamento de Engenharia Mecanica da Universidade
Federal de Santa Catarina. As pastas foram colocadas sobre uma
superficie de carbono contendo uma fita de dupla face e em seguida foram
cobertas com uma camada de ouro para formar um filme condutor

utilizando um metalizador (Blazers SCD 005, Liechtenstein). As pastas
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foram observadas usando um microscépio eletrénico de varredura (MEV)
da PHILIPS, modelo XL30 com uma voltagem de 15 Kv e magnitudes de
500 e 1000 vezes.

A técnica de eletroforese capilar utilizada como método
comparativo foi realizada empregando um equipamento de eletroforese
capilar (Agilent Technologies, modelo HP3PCE, Palo Alto, CA, USA),
equipado com um detector de arranjo de diodos mantendo a temperatura
a 25 °C. Um “software” da HP Chemstation® foi usado para tratamento
dos dados. Foi utilizado um capilar de silica fundida com revestimento
externo de poliacrilato (48,5 cm x 50 um D.I. x 375 um D.E.) obtido da

Microtube (Araraquara).

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Obtencado do extrato bruto enzimatico

Apés lavar a fruta do conde (Annona squamosa) obtida no mercado
local, uma massa de 25,0 g foi picada e homogeneizada em um
liquidificador juntamente com 100 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol L (pH
7,0). O homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e
posteriormente centrifugado a 18000 rpm por 5 min a uma temperatura
de 4 °C. O sobrenadante foi armazenado em frasco ambar em um

refrigerador e usado como fonte da enzima polifenol oxidase.
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3.3.2. Determinacgdo da atividade enzimatica da polifenol oxidase

A atividade da polifenol oxidase foi obtida utilizando uma cubeta de
quartzo contendo 2,8 mL da solugdo de catecol (0,05 mol L'!) e 0,2 mL do
extrato bruto enzimatico preparados em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH
7,0). A reacao foi acompanhada espectrofotometricamente em 420 nm
com o surgimento da quinona a cada 10 s por um periodo de 2 min.

Uma unidade de atividade (unidade mL') é definida como a
quantidade da enzima polifenol oxidase que causa um aumento de 0,001
unidades de absorbancia por minuto (FATIBELLO-FILHO e VIERA, 2002;

MIKKELSEN e CORTON, 2004).

3.3.3. Reticulacao da quitosana

A quitosana usada como suporte para imobilizacao da enzima foi
preparada a partir de 1,0% m/v desse polimero dissolvido em solugao
aquosa de acido acético (3,0% v/v) sob agitacdo vigorosa por
aproximadamente 1 h em temperatura ambiente. Trés gotas de Tween 80
(2,0% v/v) foram adicionadas na solugcao para facilitar a separacao das
particulas de quitosana reticulada. Em seguida, foi adicionado 50,0 mL de
oxalato de sddio (5,0% m/v) sob agitacdo. A quitosana reticulada foi
separada por centrifugacao utilizando uma velocidade de 3000 rpm por 10
min, lavada com tampao fosfato pH 7,0, filtrada e seca a temperatura

ambiente.
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3.3.4. Imobilizacdao da enzima no suporte quitosana

Aliquotas de 230 a 540 uL do extrato enzimatico da fruta do conde
contendo 300 a 1500 unidades mL' da enzima polifenol oxidase foram
adicionadas sobre 30,0 mg de quitosana em pod, reticulada ionicamente
com oxalato. Apdés 1 h sob agitacdo mecanica ocasional, o material foi
mantido em temperatura ambiente para se obter um pd seco onde

posteriormente foi armazenado em temperatura ambiente.

3.3.5. Construgao do biossensor

Os biossensores foram preparados homogeneizando-se por 20
minutos em almofariz uma massa de 30,0 mg de quitosana ionicamente
reticulada com oxalato contendo 1200 unidades mL* de polifenol oxidase
juntamente com 70,0 mg de pdé de grafite Archeson #38 (Fischer).
Posteriormente, 4 gotas de Ir-BMI.PFs foram adicionadas e o material foi
macerado por mais 20 min para se obter uma mistura homogénea. A
pasta foi inserida em uma seringa de 1,0 mL contendo 1,0 mm de
diametro interno e um fio de cobre foi introduzido para obtencdo do

contato elétrico.
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3.3.6. Medidas eletroquimicas

Voltamogramas de onda quadrada foram registrados utilizando
uma célula eletroquimica contendo 10 mL da solugdo tampdo fosfato 0,1
mol L (pH 6,0) juntamente com aliquotas da solucdo padrdo de &cido
clorogénico apos um tempo de agitacdo de 60 s para homogeneizacao da
solugdo. Para as medidas eletroquimicas foram utilizadas varreduras de
potencial de +0,10 a +0,40 V, frequéncia de 30,0 Hz; amplitude de pulso
de 100,0 mV e incremento de 1,0 mV. Usando esses parametros as
curvas analiticas foram construidas e o estudo de recuperagao e

determinacao de acido clorogénico nas amostras de café foram obtidas.

3.3.7. Preparo das amostras

As quatro amostras de café utilizadas neste trabalho foram obtidas
no mercado local sendo duas amostras de café organico (A e B) e duas de
café descafeinado (C e D). Para a determinacdao de acido clorogénico
nessas amostras uma massa de 1,5 g de café soluvel (A, C) e 3,0 g de
café instantaneo (B e D) foram preparados em agua quente (~ 80 °C).
Para as medidas eletroquimicas aliquotas de 30 uL das amostras de café
foram transferidas para uma célula contendo 10 mL de tampao fosfato 0,1

mol L'! (pH 6,0).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Apds a obtencao do extrato enzimatico obtido da fruta do conde
(Annona Squamosa) a atividade da enzima polifenol oxidase foi
investigada espectrofotometricamente em um comprimento de onda de
420 nm com o surgimento da o-quinona formada a partir da reacao do
catecol juntamente com a enzima polifenol oxidase como pode ser

observado na Figura 13.
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Figura 13: Determinacao da atividade enzimatica da polifenol oxidase.

A partir do grafico obtido, pode-se calcular a atividade da polifenol

oxidase através da Equacao 7 fazendo uso apenas da parte linear do

grafico.
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Atividade = AAbs x 1000 Eq. 7
At (min) x 0,2

Portanto, substituindo-se os valores na Equagao 7, temos:

Atividade = (0,799 — 0,185) X 1000
(60 — 10)/ 60 x 0,2

Atividade = 3.685,47 unidades mL™

4.2. RETICULAGAO DA QUITOSANA E IMOBILIZAGCAO DA POLIFENOL

OXIDASE

Técnicas de imobilizacdo sdao ferramentas importantes para
aumentar as propriedades das enzimas como estabilidade, atividade,
especificidade e reduzir as inibicdes (MATEO et al., 2007).

A eficiéncia na imobilizacdo de uma enzima é dependente tanto do
suporte empregado como da enzima selecionada. O material de suporte
das enzimas deve possuir uma série de caracteristicas, incluindo: elevada
afinidade as proteinas, disponibilidade de grupos funcionais reativos para
reagir diretamente com as enzimas e para modificacdes quimicas,
estabilidade mecanica e rigidez, biodegradabilidade e baixo custo
(KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana possui propriedades quimicas e bioldgicas distintas. Na

sua cadeia linear de elevada massa molar, a quitosana possui grupos
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aminos e hidroxilas reativos, propicios as modificagdes quimicas
(KRAJEWSKA, 2004).

A preparacdao do suporte de quitosana para imobilizacao da
polifenol oxidase estd baseada na interacdo ibnica entre as cargas
positivas dos grupos aminos presentes, tornando a quitosana um
polieletrélito cationico (pKa = 6,5). Quando dissolvido em meio acido
possui elevada carga positiva sobre os grupos -NH3*, que adere a
superficie carregada negativamente do contra ion bivalente de oxalato.
Existem muitas vantagens de se utilizar este método, incluindo o uso de
solugdo aquosa e a possibilidade de entrapeamento de proteinas e DNA
(ZHANG e KOSARAJU, 2007). Desta forma a polifenol oxidase pode estar
ocluida nos espacos intersticiais da quitosana reticulada apresentando
maior estabilidade e sensibilidade ao biossensor. A Figura 14 apresenta

uma sugestao da reacao entre a quitosana, oxalato e a polifenol oxidase.



41

HOH,C e HO NHg* HOH,C
0 4 0
) o Y o
O
]

NH*
HO 3

HO

Figura 14: Imobilizacdao da enzima em quitosana ionicamente

reticulada com oxalato.

4.3. MORFOLOGIAS DAS PASTAS DE CARBONO

A aparéncia morfolégica das pastas foi estudada usando a
microscopia eletronica de varredura (MEV), e os resultados estdo
apresentados na Figura 15. Diferencas consideraveis podem ser
observadas entre a pasta de carbono tradicional, que utiliza nujol como
aglutinante, com a pasta de carbono contendo o liquido i6nico com
nanoparticulas Ir-BMI.PFs. O eletrodo tradicional é caracterizado por uma
superficie formada por flocos de carbono irregulares, isolados e cada
camada pode ser claramente distinguida (Figura 15(A)). A pasta de

carbono do biossensor proposto é mais uniforme e as camadas ndo se
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encontram muito definidas devido a alta viscosidade do liquido i6Gnico
(Figure 15 (B)).

Devido a alta condutividade do liquido i6nico, sua utilizagdo nao
esta limitada apenas como material aglutinante do grafite, mas pode
também facilitar na transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo

(MALEKI et al., 2006).
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Figura 15: MEV da pasta de carbono contendo (A) nujol e (B) Ir-BMI.PFe.
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4.4, CONTRIBUICAO DO LIiQUIDO IONICO

Para avaliar a contribuicdo do liquido i6nico BMI.PFs contendo
nanoparticulas de iridio, diferentes sensores foram construidos e
comparados usando solucdo de acido clorogénico 2,83 x 10> mol L' em
tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) utilizando frequéncia de 100,0 Hz,
amplitude de pulso de 100,0 mV e incremento de 50 mV. O
comportamento eletroquimico do acido clorogénico usando esses sensores
foi investigado pela voltametria de onda quadrada em potencial de 0,0 a +
0,5 V versus Ag/AgCl. A Figura 16 apresenta os voltamogramas obtidos
usando (a) eletrodo de pasta de carbono contendo nujol, (b) eletrodo de
pasta de carbono contendo BMI.PFs, (c) eletrodo de pasta de carbono
contendo BMI.PFg e nanoparticulas de iridio (Ir-BMI.PF¢) e (d) eletrodo de
pasta de carbono contendo BMI.PFs, nanoparticulas de iridio e a enzima
polifenol oxidase (Ir-BMI.PFs-PFO). Como pode ser observada, a maior
resposta para o acido clorogénico foi obtida usando o biosensor contendo
Ir-BMI.PFs e polifenol oxidase comparado com o0s outros sensores.
Baseado nesses resultados pode-se garantir que o liquido idnico contendo
nanoparticulas de iridio oferece um ambiente favoravel para a enzima,
facilitando a transferéncia de elétrons na superficie do biossensor. Este
estudo confirma a contribuicdo catalitica do Ir-BMI.PFs e a eficiéncia na

imobilizagao da enzima polifenol oxidase.
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Figura 16: Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando (a) eletrodo
de pasta de carbono contendo nujol, (b) eletrodo de pasta de carbono
contendo BMI.PFg, (c) eletrodo de pasta de carbono contendo Ir-BMI.PFs e
(d) eletrodo de pasta de carbono contendo Ir-BMI.PFs-PFO em solugao de
acido clorogénico 2,83 x 10 mol L e frequéncia de 100,0 Hz, amplitude

de pulso de 100,0 mV e incremento de 5,0 mV.

4.5. REAGCAO ENZIMATICA

O potencial de reducdo eletroguimico da quinona formada no
processo enzimatico foi investigado usando a voltametria de onda
guadrada. A polifenol oxidase catalisa a oxidacao de uma variedade de
compostos fenodlicos com a simultanea reducdao do oxigénio molecular em
agua. O 4acido clorogénico na presenca desta enzima é oxidado a sua

respectiva o-quinona. Eletroquimicamente a o-quinona é reduzida ao
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acido clorogénico na superficie do biossensor proposto em potencial de

+0,25 V, como ilustrado na Figura 17.
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Figura 17: Representacdo esquematica da oxidacao/reducao do acido

clorogénico na superficie do biossensor.

4.6. OTIMIZAGAO E DESEMPENHO DO BIOSENSOR

Para avaliar o desempenho do biossensor proposto, varios
parametros foram investigados utilizando a voltametria de onda
quadrada, entre eles a porcentagem de liquido i6nico adicionado,
concentracao da enzima polifenol oxidase, pH, além dos parametros de

otimizacdo da técnica como frequéncia, amplitude de pulso e incremento.
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4.6.1. Porcentagem de liquido i6nico

Inicialmente a quantidade do liquido idnico Ir-BMI.PF¢ presente na
composicao da pasta de carbono foi investigada. Porcentagens de 100:0;
75:25; 50:50; 25:75 e 0:100% Nujol:Liquido i6nico foi investigada para
uma solugdo de &cido clorogénico 2,83 x 10™ mol L como pode ser
observado na Figura 18, utilizando frequéncia de 100,0 Hz , amplitude de
pulso de 100,0 mV e incremento de 5,0 mV. O sinal analitico (pico da
corrente resultante) aumentou consideravelmente quando 50% de liquido
ionico foi adicionado na pasta juntamente com outros 50% do nujol. Este
comportamento foi similar para adicdes crescentes de liquido i6nico
apresentando um leve acréscimo da resposta quando apenas liquido i6nico
se encontrava presente na pasta. Sendo que 100% de Ir-BMI.PFe
apresentou uma maior sensibilidade, esta foi selecionada para a

construcao dos biossensores subseqiientes.
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Figura 18: Estudo da porcentagem de liquido i6nico no biossensor
utilizando solugdo de &cido clorogénico 2,83 x 10> mol L

em tampao fosfato 0,1 mol L'! (pH 7,0).

4.6.2. Concentracao da enzima

Para a construcdo dos biossensores foi realizado um estudo da
quantidade de enzima PFO imobilizada em quitosana previamente
reticulada na preparacao da pasta. Os biossensores foram construidos
contendo 300 a 1500 unidades mL*! de polifenol oxidase. Os sinais
analiticos (correntes de pico resultantes) em solucdao de acido clorogénico
2,83 x 10 mol L! usando frequéncia de 100,0 Hz, amplitude de pulso de
100,0 mV e incremento de 5,0 mV aumentaram até a concentracdo de
1200 unidades mL' da enzima, decrescendo a resposta para valores

superiores como mostrado na Figura 19. Portanto, foi selecionado a
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concentragdo de 1200 unidades mL' de PFO baseado nestes resultados

para o desenvolvimento deste trabalho.
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Figura 19: Estudo da concentracdo de enzima no biossensor utilizando
solugdo de &cido clorogénico 2,83 x 10 mol L'! em

tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

4.6.3. Efeito do pH

O pH exerce grande influéncia sobre as enzimas afetando
diretamente nas reacgdes enzimaticas e este foi investigado utilizando-se
solucdo de &cido clorogénico 2,83 x 10> mol L' em tamp&o acetato ou
fosfato (0,1 mol L™!) variando o pH de 5,0 a 9,0 em frequéncia de 100 Hz,
amplitude de pulso de 100,0 mV e incremento de 5,0 mV . A Figura 20
apresenta os resultados obtidos onde a resposta maxima da corrente

resultante foi encontrada em tampao fosfato pH 6,0 decrescendo os
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valores de correntes para pHs inferiores. Esse valor de pH é semelhante
ao encontrado por outros pesquisadores (IMM e KIM, 2009; SHARMA et

al., 2009).

11
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Figura 20: Efeito do pH sobre a resposta do biossensor utilizando solugao

de &cido clorogénico 2,83 x 10™ mol L™.

A avaliacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada tais
como, frequéncia, amplitude de pulso e incremento é de extrema
importdncia para se obter uma maior resposta e sensibilidade do

biossensor e, portanto foram otimizados nas condicdes descritas abaixo.
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4.6.4. Frequéncia

A frequéncia foi investigada em intervalo de 10 a 100 Hz contendo
solugdo de &cido clorogénico 2,83 x 10 mol L' em tamp&o fosfato 0,1
mol L' (pH 6,0) fixando a amplitude de pulso em 100,0 mV e o
incremento em 5,0 mV. Quando a frequéncia € maior que 30 Hz a
corrente de pico resultante decresce, como apresentada na Figura 21,
consequentemente a frequéncia de 30 Hz foi selecionada para os demais

estudos.
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Figura 21: Estudo da frequéncia sobre a resposta analitica do biossensor
utilizando solugdo de &cido clorogénico 2,83 x 10 mol L

em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0).
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4.6.5. Amplitude de Pulso

A amplitude do pulso de potencial foi investigada em uma faixa de
10,0 a 100,0 mV utilizando solugdo &cido clorogénico 2,83 x 10 mol L*
em tampdo fosfato 0,1 mol L! (pH 6,0) e frequéncia de 30,0 Hz e
incremento de 5,0 mV. A intensidade do pico aumentou linearmente até a
amplitude maxima utilizada de 100 mV, como mostra a Figura 22.

Portanto, esta amplitude foi usada neste trabalho.
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Figura 22: Estudo da amplitude de pulso sobre a resposta analitica do
biossensor utilizando solugdo de acido clorogénico 2,83 x 10™ mol L™

em tampao fosfato 0,1 mol L! (pH 6,0).



4.6.6.

Além da frequéncia e da amplitude, o incremento também foi
investigado em uma faixa de 1,0 a 10,0 mV utilizando 2,83 x 10 mol L*
de acido clorogénico e frequéncia de 30,0 Hz e amplitude de pulso de
100,0 mV. A maior resposta da corrente resultante foi obtida em 1,0 mV
decrescendo a resposta em incrementos superiores e permanecendo
praticamente constante acima de 3,0 mV (Figura 23). Deste modo foi

escolhido para analise de acido clorogénico o incremento de 1,0 mV.
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Figura 23: Estudo do incremento sobre a resposta analitica do biossensor

utilizando solugdo de &cido clorogénico 2,83 x 10 mol L

18

Incremento

164

14

12 4

10

Incremento (mV)

em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0).
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A Tabela 1 resume os parametros analiticos investigados e as

maiores respostas encontradas na otimizacao do biossensor.

Tabela 1. Otimizacdo dos parametros experimentais.

Faixa
Parametros investigada  Selecionada
Porcentagem de liquido idnico (%) 0 -100,0 100,0

Concentragdo de enzima (unidades mL?) 300,0 - 1500,0 1200,0

pH 50-9,0 6,0
Frequéncia (Hz) 10,0 - 100,0 30,0
Amplitude de pulso (mV) 10,0 - 100,0 100,0
Incremento (mV) 1,0-10,0 1,0

4,7. VOLTAMOGRAMAS DE ONDA QUADRADA E CURVA ANALITICA

A curva analitica foi obtida aplicando-se as melhores condicOes
previamente otimizadas. Para a construgdo da curva de calibragao
utilizando o biossensor proposto, foi utilizada 10 mL de eletrdlito suporte
(tampao fosfato 0,1 mol L'!; pH 6,0) na célula eletrolitica, adicionando-se
volumes sucessivos da solugdo estoque de concentragdo 5,0 x 10 mol L™
com o auxilio de uma micropipeta. Como mostra a Figura 24 foi obtida
uma linearidade de 3,48 x 10° a 4,95 x 10> mol L™! com limite de

deteccdo de 9,15 x 107 mol L' (3 x desvio padrio do
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intercepto/inclinacdao). Neste caso, a concentragao de acido clorogénico foi

determinada através da seguinte relagao:

-Al = 0,4879 + 5,1621 x 10’ [4cido clorogénico]; r=0,9996

Onde Al corresponde a corrente de pico resultante em pA e [acido

clorogénico] a concentragdo de acido clorogénico em mol L.
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Figura 24: Voltamogramas de onda quadrada e curva analitica obtida
usando o biossensor proposto em (a) solucdo tampao fosfato (0,1 mol L%,
pH 6,0) e com adicdo de acido clorogénico: (b) 3,48 x 10°°; (c) 4,95 x 10

®. (d) 1,46 x 10™>; (e) 2,38 x 10>; (f) 3,27 x 10™>; (g) 4,13 x 10 e (h)
4,95 x 10 mol L' em frequéncia de 30 Hz, amplitude de pulso de 100 mV

e incremento de 1,0 mV.
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4.8. REPETIBILIDADE, REPRODUTIBILIDADE E ESTABILIDADE

O estudo da repetibilidade apresenta o grau de concordancia entre
os resultados utilizando o mesmo procedimento analitico a partir de sete
medidas sucessivas utilizando o mesmo biossensor em solugao contendo
2,83 x 10 mol L de &cido clorogénico em solucdo tamp&o fosfato 0,1
mol L ! (pH 6,0). Os valores obtidos para as correntes de pico resultantes
foram calculados e o desvio padrao relativo encontrado foi de 4,30%.

A reprodutibilidade da resposta de corrente de pico resultante de
trés biossensores preparados independentemente foi investigada em
solucdo contendo 2,83 x 10 mol L' de &cido clorogénico em solugdo
tampéao fosfato 0,1 mol L ! (pH 6,0). O desvio padrdo relativo entre esses
dados foi de 1,81%, o que sugere uma eficiente imobilizacao da PFO no
suporte de quitosana.

O biossensor foi estocado a temperatura ambiente e a estabilidade
investigada por um periodo de 150 dias, com medidas realizadas em
solucdo de &cido clorogénico 2,83 x 10> mol L. As medidas foram
realizadas entre 1-8 dias e nenhuma mudanca significativa foi observada
durante este periodo, o que pode se atribuido a eficiente imobilizacdo da

enzima no suporte de quitosana.
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4.9. ESTUDO DE RECUPERAGAO

O estudo de recuperacao de acido clorogénico foi realizado para
investigar os possiveis interferentes. Para este estudo foram adicionados
em cada amostra, 1,80; 8,65 e 15,0 g L'* da solucdo de &cido clorogénico
padrdo em quatro amostras de cafés usando o biossensor proposto. Os
resultados obtidos neste estudo estao apresentados na Tabela 2, e como
pode ser observado o acido clorogénico recuperado variou de 93,2 a
105,7% evidenciando que ndo ha interferéncia significativa da matriz da

amostra na metodologia proposta.
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Tabela 2. Estudo de recuperacdo de acido clorogénico em café orgéanico

(A, B) e descafeinado (C, D).

Acido clorogénico (g L)

Amostra
Adicionado Recuperado Recuperagao (%)
1,80 1,72 95,55
A 8,65 8,92 103,12
15,00 14,88 99,20
1,80 1,82 101,11
B 8,65 8,80 101,73
15,00 14,81 98,73
1,80 1,75 97,22
C 8,65 8,06 93,20
15,00 15,36 102,40
1,80 1,90 105,70
D 8,65 8,59 99,31
15,00 15,32 102,13
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4.10. DETERMINACAO DE ACIDO CLOROGENICO EM CAFE

A fim de avaliar a aplicabilidade do biossensor proposto
determinou-se o teor de acido clorogénico em amostras de café organico
(A, B) e descafeinado (C, D). Estes resultados foram comparados com 0s
obtidos usando a técnica de eletroforese capilar, como podem ser
observados na Tabela 3.

Para comparacao dos resultados obtidos usando os diferentes
procedimentos foram aplicados os testes t e F. O valor tabelado de t para
6 graus de liberdade é de 2,447 com intervalo de confianca de 95%. Uma
vez que o0s valores teaculado SA0 Menores que 0 trabelado NA0 ha diferenca
significativa nas determinagdes, exceto para a amostra D, possivelmente
devido a erros operacionais.

Os valores de Fcaculado SA0 menores que o valor do Fipelado(4) =
9,28 (o = 0,05), portanto ndo ha significancia na diferenca entre as duas
precisoes, demonstrando que estes métodos sao estatisticamente iguais.

Os resultados das determinagodes estdao em concordancia, indicando
a viabilidade de utilizagdo do biossensor na determinacao de &acido

clorogénico nessas amostras.
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Tabela 3. Determinacgdo de &acido clorogénico (g L'') em amostras de café

organico (A, B) e descafeinado (C, D).

Acido clorogéncio (g L)

Amostra
Eletroforese capilar Biossensor” Erro relativo (Er%)

X = 0,71 £ 0,02
A 0,71 + 0,01 te= 0,0 0,0
Fe= 4,0
X = 0,62 % 0,02
B 0,60 % 0,02 te = 1,41 + 3,67
Fe=1,0
X = 0,99 + 0,01
C 0,97 + 0,02 te = 1,79 + 2,06
Fe = 4,0
X = 0,96 + 0,01
D 1,01 + 0,02 t. = 4,48 - 4,95

Fo= 4,0

*n=4; X = média = desvio padrdo; t. = valor t calculado e t; = valor tedrico
(2,45) no intervalo de confianca de 95%; F. = valor F calculado, F; = valor
tabelado (9,28) no intervalo de confianca de 95%; Er= biossensor versus
eletroforese capilar.
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os objetivos propostos de implementagao do
biossensor contendo o liquido i6nico Ir-BMI.PFs e enzima polifenol oxidase
imobilizada em quitosana para determinagao de acido clorogénico foram
atingidos.

A obtencao da enzima polifenol oxidase da fruta do conde
apresentou um procedimento simples, de baixo custo e eficiente, além de
apresentar atividade enzimatica superior a outros tecidos vegetais.
(LUPETTI et al., 2003; VIEIRA e FATIBELLO-FILHO, 1998).

A quitosana, material utilizado como suporte para imobilizacao da
polifenol oxidase, foi facilmente reticulada ionicamente com oxalato
apresentando um suporte adequado para imobilizacdo da enzima

garantindo maior estabilidade ao biossensor.

O liquido i6nico BMI.PF¢ contendo nanoparticulas de iridio foi
utilizado com sucesso na construgao do biossensor atuando nao somente
como aglutinante mais também facilitando a transferéncia de elétrons na
superficie do biossensor aumentando consideravelmente sua resposta

analitica.

O biossensor proposto possui sensibilidade adequada (9,15 x 107’
mol L'!) para a determinacgdo de &cido clorogénico em amostras de café
apresentando boa linearidade (R=0,9996) em intervalo de concentragoes

de 3,48 x 10°a 4,95 x 10° mol L%,
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Os testes de repetibilidade (n=7) e reprodutibilidade (n=3)
contendo 2,83 x 10 mol L de &cido clorogénico em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L ! (pH 6,0) foram satisfatdrios, apresentando um desvio
padrao relativo de 4,30% e 1,81%, respectivamente. O tempo de vida do
biossensor investigado por 150 dias manteve-se estavel durante todo o
periodo confirmando a eficiéncia da imobilizacdao da enzima no suporte de

quitosana.

Com a otimizacao do biossensor desenvolvido pode-se quantificar
com sucesso o teor de acido clorogénico presente em amostras de café
organico e descafeinado estando em concordancia com o método
comparativo de eletroforese capilar. O estudo de recuperagao comprovou
gue o método empregado utilizando o biossensor proposto nao sofre

influéncia significativa da matriz.

Além disso, a utilizacdo do biossensor apresentou facilidade de
construcdo e regeneracao da superficie do eletrodo, sendo uma
metodologia analitica simples e adequada para determinagdao de acido

clorogénico em café.
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