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ANALYTICAL USE OF VEGETAL TISSUE AND CRUDE EXTRACT AS ENZYMATIC SOURCE. This article describes the
current status of several analytical methodologies using vegetal tissue and crude extracts as enzymatic source. In this divulgation
paper the obtention of vegetal crude extract and/or tissue and selected enzymatic procedures are presented emphasizing its
characteristics and peculiarities. Examples of many biosensors and/or flow injection procedures using vegetal tissues or crude
extracts for the determination of many analytes, such as amines, ascorbic acid, ethanol, glutamate, hydrogen peroxide, oxalic
acid, pectins, phenolic compounds and urea of biologic, environmental, food, pharmaceutical and industrial interests are also

given and discussed.
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INTRODUCAO

A descobertadas enzimasdatado século X V111, quando seinicia-
ram os estudos sobre digestdo dos alimentost*. No século XIX,
Pasteur afirmou que a fermentag&o era inseparavel da célulavivae
estabeleceu o conceito de que as enzimas eram células vivas. Na
mesma época, Liebig afirmava que a fermentagéo era provocada por
substancias quimicas'®. A denominacdo enzima (do grego: “em le-
veduras’) foi dada por Khune em 1878. Em seguida, Buchner aca-
bou com a controvérsiaentre Liebig e Pasteur, a0 mostrar a possibi-
lidade da fermentag&o na auséncia de células vivas. Ostrabalhos de
purificagdo de enzimas comegaram depois de 1920*°.

Toda enzima possui um centro ativo, local onde se processam as
reagBes com determinados substratos. Esse centro ativo € geralmen-
te constituido de alguns residuos de aminoécidos da cadeia de prote-
ina e um grupo ndo-protéico, sendo responsavel pela atividade bio-
I6gica da enzima. Algumas enzimas dependem somente da sua pro-
pria estrutura protéica (apoenzima) para exercer sua atividade, en-
quanto outras necessitam também de um ou mais componentes néo-
proteicos chamados de cofatores, que podem ser ions metalicos ou
moléculas organicas denominadas de coenzimas. Muitas enzimas
dependem de ambos. Outras enzimas possuem um grupo prostético
que é similar ao cofator, mas esta firmemente ligado a apoenzima. O
complexo cataliticamente ativo enzima-cofator € denominado de
hal oenzima®*.

Enzimas sdo portanto, na sua grande maioria proteinas que
catalisam com grande eficiéncia as reacoes biol 6gicas. Essas acele-
ram vérias reagdes metabdlicas importantes para a vida sob condi-
¢Oes fisiolégicas de pH, temperatura, meio ibnico etc. As reagdes
catalisadas por enzimas ha muito tempo vém sendo usadas com dife-
rentes propdsitos como a determinagdo de atividades enziméticas,
inibidores entre outros. Em virtude de sua alta seletividade (em al-
guns casos especificidade) e poder catalitico, as enzimas vém sendo
muito empregadas em quimica analitica, bem como na medicina,
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agricultura, tecnologia de alimentos e estudos ambientais?. O em-
prego de enzimas purificadas em quimica analitica pode ser encon-
trado em excelentes monografias estrangeiras'®® ou nacionais?’%,
No entanto, ha uma caréncia de monografias de circulagdo internaci-
ona?-2* devotadas a utilizac8o de tecidos e/ou extratos vegetais em
quimica analitica e nenhuma nalingua portuguesa, tornando assim o
presente trabal ho de divulgagdo de extremaimportancia para as pes-
soas que trabal ham nas &reas mencionadas, além daquel es profissio-
nais que atuam em areas correl atas.

O Brasil tem umagrande variedade de vegetais que podem cons-
tituir em fontes inesgotéveis de enzimas para serem aplicados nas
mai s diversas areas do conhecimento. Em quimicaanalitica, por exem-
plo, eles podem ser usados na construcéo de diversos tipos de
biossensores e/ou procedimentos enzimaticos de andlise. H4 uma
tendéncia recente de utilizag8o de tecidos de vegetais e/ou extratos
brutos no lugar de enzimas purificadas na confeccdo de biossensores
e/ou procedimentos enziméticos de andlise?****, O uso de extratos
brutos e/ou tecidos vegetais pode apresentar em alguns casos, certa
desvantagem na sel etividade do método analitico, mas por outro lado
sdo extremamente econdmi cos e geralmente possuem tempo de vida
superior agueles métodos que utilizam enzimas purificadas, visto
que estas enzimas naturalmente imobilizadas nas células destes ma-
teriais bioldgicos (habitat natural) sdo mais estaveis e geramente
possuem o seu cofator disponivel.

Obtencdo do extrato bruto enzimético

Ha diversos procedimentos descritos naliteratura para obtencéo
de extratos brutos enziméti cos™*4%, O procedimento que vem sendo
utilizado em nosso grupo de pesquisa®* é muito simples, rapido,
eficiente e a atividade enzimdtica no extrato € mantida por longos
periodos. Exemplificando, a seguir descrever-se-a o procedimento
de obtencao do extrato bruto vegetal da abobrinha (Cucurbita pepo)
como fonte da peroxidase.

Ap6slavagem e secagem, 25 g do tecido vegetal descascado sdo
picados e homogeneizados em um liquidificador com 100 mL de
tampéo fosfato 0,1 mol L* (pH 6,5), contendo 2,5 g de agente prote-
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tor (PVPs: polivinilpirrolidonas). Em seguida, o homogenato é fil-
trado em quatro camadas de gazes e centrifugado a 25000xg (18000
r.p.m.) durante 15 min, a 4 °C. A solugdo sobrenadante é dividida
em diversas aliquotas (e.g. 10), armazenadas em refrigerador a4 °C
e usadas como fonte enzimética da peroxidase’®4? em diversos
biossensores e/ou procedimentos enzimaticos de andlise. Diversos
outros extratos brutos como fonte de outras enzimas podem ser obti-
dos utilizando-se procedimentos similares®-30414344,

Obtencéo do tecido vegetal

O tecido vegetal pode ser obtido naformade umafatiado mate-
rial biolégico descascado que éimobilizado na superficie deum ele-
trodo base potenciométrico, amperométrico entre outros?#24, Outra
possibilidade muito empregada consiste em se utilizar pedagos
finamente divididos do material biol6gico vegetal previamente
liofilizado e/ou desidratado®3144¢, Em sistemas de analises por in-
jecdo em fluxo sdo muito empregados reatores contendo pedagos do
material biolégico vegetal®*2 ou mesmo o material biolégico perfu-
rado com o mesmo diémetro dos tubos de extensdo do sistema em
fluxo®. Nesses casos, areacdo enzimética do analito de interesse se
processa nainterface solido-solugdo da amostra (ou solugéo de refe-
réncia).

Determinacdo da atividade e proteina total da enzima

Como exemplo descrever-se-a o procedimento de determinacdo
da atividade e proteina total da abobrinha como fonte da peroxidase.
A atividade da peroxidase foi determinada medindo-se a variagdo de
absorbanciaem 470 nm do tetraguaiacol formado nareacdo enzimética
Nessa determinagdo sdo usados 0,2 mL da solucdo sobrenadante
(homogenato), 2,7 mL da solugéo de guaiacol 0,05 mal L1 e 0,1 mL da
solucéo de perdxido de hidrogénio 10,3 mmol L* em tampdo fosfato
0,1 mol L (pH 6,5), a 25 °C*. Uma unidade de atividade (unidades/
mL.) é definida como a quantidade de enzima que causa o aumento de
0,001 unidades de absorbancia por minuto nas condicdes supramen-
cionadas®*. Quando se conhece o valor da absortividade molar do
analito ou de um dos produtos da reacdo enzimética é possivel se de-
terminar a atividade internacional (U)*.

O teor de proteinas totais da solugéo sobrenadante, por sua vez,
pode ser determinado pelo método do biureto™ ou de Lowry®?, em-
pregando-se albumina de soro bovino como padrdo. No entanto,
diversos outros procedimentos para quantificagdo de proteina total
s80 usados. Entre el es destacam-se 0 “ Coomassie brilliant blue” BG-
250 ou reagente de Bradford® e BCA ou reagente de Smith*. Re-
cente artigo de divulgac8o desses procedimentos para determinacdo
de proteinas totais, foi publicado por Zaia et al.*.

Um estudo sistemético de obtencdo de peroxidase de péssego
(Prunus persica), inhame (Alocasia macror hiza), mandioca (Manihot
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utilissima), alcachofra (Cynara scolymus L.), batata doce (Ipomoea
batatas L. Lam.), nabo (Brassica campestre ssp. rapifera), rabanete
(Armoracia rusticana) e abobrinha (Cucurbita pepo) foi feito por
nosso grupo de pesquisa’®*?. A Tabela 1 apresenta a atividade (uni-
dades/mL), proteinatotal (mg/mL) e atividade especifica (unidades/
mg de proteina) obtidos paradiferentes extratos brutosvegetais. Como
pode ser observado nessa tabela, 0 péssego (Prunus persica) apre-
sentou a menor atividade especifica, enquanto a abobrinha a maior.
Além dessas investigagGes, foram estudados os melhores procedi-
mentos de obtencdo de diversos extratos brutos enzimaticos, bem
como o tempo de armazenamento a4 °C.

Os extratos brutos obtidos da abobrinha, rabanete, batata doce e
nabo, em Polyclar SB-100 podem ser armazenados em um refrigera-
dor a4 °C e suas atividades determinadas periodicamente durante
vérios dias. No estudo do tempo de armazenamento desses extratos
brutos foi encontrado que a atividade da peroxidase nesses extratos
vegetais manteve-se constante por 6 meses e apds 10 meses, um de-
créscimo de atividade de apenas 15-20 % foi observado, mostrando
assim boa eficiéncia de remoc&o dos substratos naturai s desses teci-
dos foi possivel com o emprego de polivinilpirrolidona (PVP) em-
pregado no processo de obtencdo dos extratos.

Sabe-se da literatura®*, que a tendéncia de escurecimento dos
tecidos vegetais esta relacionada com as reagdes entre a enzima
polifenol oxidase ou peroxidase e os substratos naturais presentes
nesses tecidos. Este processo e mais a oxidagdo promovida pelo oxi-
génio do ar s8o os responsaveis pelo decréscimo da atividade
enzimética nos extratos brutos. Com o objetivo de minimizar esses
efeitos, diversas substancias protetoras e/ou estabilizadoras como
PVPs: Polyclar Super R, Polyclar RJ, Polyclar K-30, Polyclar 10,
Polyclar AT, Polyclar R e Polyclar SB-100 foram investigadas. Des-
sas substancias, as maiores atividades especificas foram obtidas usan-
do-se Polyclar SB-100 na raz&o de concentracdo de 2,5:25,0 m/m
(Polyclar:tecido vegetal)3>4,

Polyclar SB-100, como as demais polivilpirrolidonas (PVPs), é
um polimero de alta massa molar comercializado na forma de po
branco com baixa granulometria. Este polimero tem uma habilidade
marcante para remover compostos fendlicos de solugles, devido a
sua baixa solubilidade. Esse polimero tem sido usado por diversos
pesquisadores®#56% para separar compostos fendlicos naturais de
diversos extratos enzimaticos. Este seu bom desempenho é atribuido
aformag&o de pontes de hidrogénio® entre os substratos naturais e 0
polimero PVP como mostrado na Figura 1. Outras substéncias e
polimeros também tém sido usados para remogdo dos compostos
fendlicos durante a obtencdo dos extratos brutos como resinas de
trocaidnica, L-cisteina, policaprolactam e polietileno glicol>¢, En-
tretanto, estudos desenvolvidos em nosso laboratdrio®>#, mostraram
gue os PV Ps sdo os melhores agentes protetores.

Apresentar-se-80 a seguir 0s principais procedimentos enzimé
ticos descritos na literatura utilizando-se extratos enziméticos e/ou

Tabela 1. Atividade, proteina total e atividade especifica da peroxidase encontrada em extrato bruto de diferentes tecidos vegetais

Tecido vegetal Atividade Proteina Total Atividade Especifica
(unidades/mL) (mg/mL) (unidades/mg de proteina)

Pességo 261,9 2,45 107

Inhame 1929 5,84 303

Mandioca 1738 2,67 651
Alcachofra 8905 4,61 1932

Batata Doce 8688 321 2707

Nabo 4226 0,49 8624

Rabanete 3381 0,33 10245
Abobrinha 6726 0,49 13727
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Figura 1. Interacdo por pontes de hidrogénio entre o polivinilpirrolidona
(PVP) e os compostos fendlicos naturais

tecidos de diversos vegetais em ordem alfabética dos analitos
(substratos) determinados em diversas amostras de interesse alimen-
ticio, ambiental, biolGgico, farmacéutico e industrial .

PROCEDIMENTOSANALITICOS EMPREGANDO
TECIDOS E/OU EXTRATOS BRUTOS DE DIVERSOS
VEGETAIS

Acido ascorbico

A grande maioria dos trabalhos descritos na literatura para de-
terminagdo enzimatica de acido L-ascérbico utilizam a enzima
ascorbato oxidase (EC: 1.10.3.3). A ascorbato oxidase catdlisa a
oxidacdo do &cido L-ascérbico na presenca de oxigénio molecular
produzindo o &cido deidroascdrbico e aguat?+# (Eq. 1). Essaenzima
pode ser encontrada em diversos tecidos de vegetais como pepino,
abobora, repolho, aface, uva e meldo.

Acido L-ascorbico + 1/20,  _scorhuo oviduse
Acido deidroascorbico + H,O Q)

O é&cido L-ascorbico presente em sucos de frutas naturais oxida-
se rapidamente e, em sucos comercializados, a oxidag8o desse &cido
depende da concentrago e tipo de antioxidante utilizado, bem como
das caracteristicas da embalagem e condi¢des de armazenamento do
produto. Assim, a determinagdo e/ou monitoramento da vitamina C
(&cido L-ascorbico) nesses e em outros produtos comercializados
como complexos multivitaminicos e farmacos em geral € de extrema
importancia. Por outro lado, muitos produtos disponiveis no merca-
do usam esse &cido como conservante ou agente de retardamento de
diversos processos degradativost’ .

Ha diversos procedimentos enziméticos para determinacdo de
acido L -ascorbico descritos na literatura utilizando tecidos e/ou ex-
tratos brutos de vegetais como fonte da ascorbato oxidase®®™.

Matsumoto et al.% imobilizaram ascorbate oxidase de casca de
pepino (Cucumis sativus) com glutaraldeido em uma membrana de
colégeno e a afixaram em um eletrodo de oxigénio do tipo Clark.
Esse biossensor respondeu linearmente no intervalo de concentra-
¢80 de &cido L-ascorbico de 5,0x10° a 5,0x10“ mol L* e apresentou
uma precisdo menor que 2,3% na determinacdo sucessiva (n=35) de
acido L-ascorbico 0,3 mmol L. O tempo de vida desse biossensor
foi de 3 semanas (aproximadamente 100 determinagdes/membrana
enzimética) e foi utilizado na determinagéo desse &cido em sucos de
tomate, laranja, lim&o e morango.

Macholan & Chmelikova® utilizaram fatias com 0,3 mm de es-
pessura de mesocarpo de abdbora (Cucurbita pepo) ou de pepino
(Cucumis sativus) na construcdo de biossensores para &cido L-
ascorbico. Esses autores suportaram cada uma dessas fatias sobre
uma membrana de PTFE de um eletrodo de oxigénio com o auxilio
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de umarede de poliamida e monitoraram o consumo de oxigénio na
reacdo enzimética (Eg. 1) em potencia de - 650 mV vs Ag/AgCl. A
curva analitica obtida do decréscimo de corrente, no estado estacio-
nario, em tampéo fosfato (pH 6,0) contendo EDTA 0,5 mmol L%, foi
linear para &cido L-ascérbico no intervalo de concentragéo de 0,02-
0,57 mmol L. O tempo de resposta desse biossensor variou de 70 a
90 s e cada fatia de tecido foi empregada em 50-80 determinagdes.
Muitos compostos orgéanicos como aminoacidos e glicose ndo inter-
feriram nesse procedimento amperométrico, permitindo assm aplica
lo na determinagdo desse analito em tabletes de vitaminas e em su-
cos de diversas frutas. A alta seletividade desse biossensor € atribu-
ida a seletividade da membrana microporosa de PTFE (Teflon) que
permite a difusdo apenas de moléculas gasosas.

Dois procedimentos amperométricos para determinacdo de écido
L-ascorbico em sucos de frutas e fluidos biol 6gicos foram propostos
por um grupo de pesquisa pernambucano®®. Esses pesguisadores
usaram extrato de pepino (Cucurbita maxima) imobilizado com
glutaraldeido em uma membrana de um el etrodo de oxigénio®, usado
como sensor base. Esse biossensor apresentou uma resposta linear de
62,5 a 500 pmol L de &cido L-ascorbico com um tempo de vida
superior a2 meses. Em um sistema de andlise por injeg&o em fluxo®,
0 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 L-
ascorbico. Com um reator acoplado nesse sistemafoi possivel realizar
600 determinagBes com uma frequiéncia anditica de 90 h2.

Esaka et al.®” imobilizaram ascorbato oxidase de abdbora
(Cucurbita pepo) em 6% m/m de esferas de gel de alginato de célcio
tratado com solugéo de glutaraldeido 1% v/v durante 20 h, a4 °C. O
biossensor foi aplicado na determinacéo de &cido L-ascorbico em
sucos de laranja, tomate, uva e morango em um intervalo de concen-
tragdo de 2 a 20 mg/mL. Testes de adi¢éo e recuperacdo desse &cido
nesses sucos de frutas variaram de 81,5 a 89% e a enzima permane-
ceu ativa ap6s um periodo de 3 meses (50 determinacdes), quando o
eletrodo foi armazenado a 15 °C em um intervalo depH de5a?.

Uchiyama et al.®® usaram suco de pepino (Cucumis sativus L.)
como fonte da enzima ascorbato oxidase como reagente transporta
dor em um sistema de andlise por injecdo em fluxo e determinaram
amperometricamente &cido L-ascorbico. O consumo de oxigénio de-
cresceu linearmente no intervalo de concentragéo de 5,0x10 a 7,0x
10 mol L de &cido L-ascorbico. Os autores enfatizaram a vantagem
da ndo necessidade de purificacdo da enzima presente no suco de pe-
pino (extrato bruto enzimético). A adicdo de azida de sbdio nasolugéo
transportadora, para prevenir a putrefagdo dessa solugdo enzimética,
pode ser critica, uma vez que essa substancia inibe a atividade da
ascorbato oxidase. Desta maneira, 0 emprego de azida de sodio para
estabilizar o extrato bruto de pepino pode comprometer significativa
mente a atividade da ascorbato oxidase, néo sendo assim indicada
nesses processos de estabilizacdo. A atividade enzimética permaneceu
constante por 8 dias, quando o suco de pepino foi armazenado a4 °C
e o procedimento em fluxo foi empregado apenas na determinacdo de
&cido L-ascorbico em solugdes de referéncia (padrdo). Como discuti-
do, o procedimento de obtencdo do extrato enzimético é de extrema
importancia no desempenho do procedimento analitico. Nesse traba-
lho os autores deveriam ter investigado outros agentes protetores. Es-
tudos em andamento em nosso laboratdrio, indicam que as PVPs sdo
muito mais efetivas para a estabilizag8o desse extrato enzimético. Ex-
tratos de pepino (Cucumis sativus L.) obtido com o procedimento de-
senvolvido tem levado a estabilizag8o enzimética por periodos superi-
ores a2 meses, quando armazenado a4 °C, mostrando assim ser mui-
to superior aguele empregando a azida de sodio.

Uchiyama & Umetsu® impregnaram suco de pepino em uma
finacamada de feltro de carbono de um eletrodo de oxigénio e deter-
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minaram amperometricamente &cido L-ascorbico em uma faixa li-
near de concentracdo de 2,5x10* a 1,6x10° mol L. O teor desse
acido em sucos de laranja e de morango foi determinado e o sistema
amperomeétrico necessitou de calibragdes periddicas devido ao
lixiviamento do suco de pepino do biossensor.

Fernandes et al .™ desenvol veram um biossensor potenciométrico
imobilizando-se ascorbato oxidase extraida do epicarpo de pepino
(Cucumis sativus L.) em um eletrodo de grafite-epdxi por oclusdo
em umamatriz de polietileno-vinilacetato 40% m/m. O el etrodo apre-
sentou umallinearidade de 8,0x10° a4,5x10* mol L-* einclinagdo de
50,3+0,6 mV/década. O biossensor foi utilizado continuamente du-
rante 15 dias (cerca de 300 determinacfes) e manteve-se estavel por
um més quando armazenado a temperatura de 4 °C. O tempo de
respostafoi de 5 min e esse biossensor foi aplicado na determinacdo
dos teores de &cido ascdrbico em diversos produtos farmacéuticos.

Uma aternativa inédita explorada pelo nosso grupo de pesquisa
paraadeterminagdo desse &cido foi desenvolvidarecentemente®. Tra
ta-se da construgéo de um eletrodo de pasta de carbono modificado
com extrato bruto de abobrinha (Cucurbita pepo) como fontedaenzima
peroxidase (PER). Essa enzima na presenca de peroxido de hidrogé-
nio (H,0,) catalisa a oxidag&o da hidroguinona (H,Q) a p-quinona
(Q), aqual fai reduzidaeletroquimicamente ao reagente (substrato) de
partida em potencial de -0,14V, fornecendo uma corrente de pico
catodica proporcional a sua concentragdo no intervalo de 2,0x10* a
5,5x10° mol L elimite de deteccdo de 2,2x10° mol L. Destamanei-
ra, quando a solugdo de &cido L-ascorbico (AA) é adicionada na solu-
¢&o de hidroquinona, esse &cido pode reduzir quimicamente p-quinona
ahidroquinona, reagir com oxigénio dissolvido, reduzindo-se a&cido
deidroascorbico (ADA) e€lou inibir a enzima peroxidase, decrescendo
dessa maneira o pico de corrente proporcionalmente ao aumento de
sua concentragdo. A Figura 2 mostra uma representagdo esquemética
do processo enzimético entre a hidroquinona, peréxido de hidrogénio,
&cido L-ascoérhico e peroxidase. O biossensor apresentou um bom
desempenho andlitico, um tempo de vida superior a 7 meses (mais de
900 determinagdes por quantidade de pasta embutida em cada serin-
ga) e um desvio padrdo relativo de 1,3 % para solugdes de &cido
ascorbico 4,0x10° mol L. A alta estabilidade desse e de outros
biossensores desenvolvidos em nosso laboratério € atribuida princi-
palmente ao procedimento de obtencéo e estabilizagdo dos extratos
enzimaticos com polivinilpirrolidonas (PV Ps)®#, que sao reconheci-
damente um dos compostos mais €ficientes empregados na remogao

REDUCAO OXIDACAO
Q T ;,HZO
= H,0 02
g HZQ e H2Q ADA
g Q H0 Q AA
- J + AA
H>Q

Figura 2. Representacdo esquemética do mecanismo de reducdo e de
oxidag&o do processo enzimatico entre a hidroquinona (H,Q), peroxido de
hidrogénio (H,0,), acido ascérbico (AA) e a peroxidase (PER) de extrato
bruto de abobrinha (Cucurbita pepo) incorporado na pasta de carbono do
biossensor#
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de substratos naturais®, geralmente envolvidos nos processos de di-
minuicdo da atividade de diversas enzimas.

Acido oxdlico

A oxalato oxidase (EC: 1.2.3.4) catalisa a oxidagdo do acido
oxdlico produzindo di6xido de carbono e perdxido de hidrogénio
(Eg. 2). Essa enzima é encontrada em polpa de banana, tecido de
espinafre e sementes de alguns vegetai 4%,

Acidooxdico + O, _owmouwe , 2CO, + H,0, %)

Oxalato foi determinado potenciometricamente em amostras de
urina, plasma e alimentos com um biossensor construido com um
eletrodo seletivo a didxido de carbono™ contendo polpa de banana
immobilizada. Em um outro trabalho, oxalato foi determinado
amperometricamente, monitorando-se o peréxido de hidrogénio™
produzido nareagdo enzimética (Eq. 2) com um biossensor construido
com polpa de banana e um el etrodo do tipo Clark”™™ polarizado em
potencial de + 600 mV.

Qin et al.”desenvolveram um biossensor para quantificacéo de
oxalato usando tecido de espinafre empacotado em uma coluna de
troca i6nica contendo luminol e cobalto(Il). As medidas por
quimioluminescéncia em sistema de andlise por injegdo em fluxo do
peréxido de hidrogénio produzido nareagdo enziméticaforam feitas
com o emprego de luminol e cobalto(ll). A intensidade de emissio
daluzfoi proporciond aconcentracéo deoxaato de0,6 a100 umol L. O
biossensor apresentou um limite de deteccéo de 0,2 umol Lt e foi
possivel realizar 300 determinagdes/h.

Fernandeset al.”™ usaram sementes de sorgo (Sorghumwvul gare seeds,
variedade BR303) como fonte daenzimaoxalato oxidase (E.C: 1.2.3.4.)
no deservolvimento de um novo biossensor para oxaato. O didxido de
carbono produzido nareagdo enziméticafoi monitorado com um eletro-
do para CO, e esse sensor mostrou-se estével durante um més (200
determinagfes). O tempo de resposta foi de 60 s e uma linearidade de
1,0x10°® a4,0x10° mol L de oxdato foram obtidos. Empregando esse
mesmo materia bioldgico, Oliveira-Neto et al.”” deservolveram um pro-
cedimento em fluxo com detecggo condutométrica para determinacdo
de oxaato em urina. Uma curva anditica para oxalato em concentra-
¢Oesvariando de 0,05 a0,5 mmol L foi obtidae osteores desse andito
encontrados em vérias anostras empregando esse sistema em fluxo fo-
ram comparados com aquel es teores empregando 0 mesmo sSistemaem
fluxo, mas com enzima pura (r=0,9995).

Fonong™ imobilizou fisicamente polpa e casca da banana na ex-
tremidade de um eletrodo para dioxido de carbono e em um sensor
para peréxido de hidrogénio para monitorar potenciometricamente e
amperometricamente oxalato em urina, respectivamente. A resposta
potenciométrica obtida foi de 47-50 mV/dec para 1,0x10* a 2,0x
10 mol L eumalinearidade de 2,0x10°-3,0x10“ mol L de oxalato
foi obtida nas medidas amperométricas.

Alcool etilico

No procedimento para determinacdo de &lcool etilico usando
alcool desidrogenase (EC: 1.1.1.2), um biossensor pode monitorar a
espécie eletroativa NADH produzida na reagdo enzimética (Eq. 3),
enquanto que o consumo de oxigénio nareacdo NADH (Eg. 4) pode
ser monitorado com um eletrodo para oxigénio do tipo Clark®.
CHOH + NAD* Aeoddeidegenasey, NADH + CH,CHO + H* (©)]

NADH ——» NAD*+ 2 + H* )
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Diversos procedimentos alternativos para determinagéo de al co-
ois, aldeidos e &cidos carboxilicos de cadeia curta usando &lcool
desidrogenase purificada podem ser encontrados em monografias
especializadas'®?24, como espectrofotométricos, fluorimétricos,
condutométricos e quimioluminescentes.

Ozsoz & Wang™ construiram um biossensor de pasta de carbono
contendo semente de tomate como fonte da alcool desidrogenase e
determinaram alguns dcoois de cadeia curta. As sementes secas de
tomate foram imersas em &gua por 24 h, maceradas e suas cascas
removidas. A parte interna dessas sementes foi misturada conveni-
entemente com 0,6 g de pé de grafite e 0,4 g de 6leo mineral. Uma
parte dessa pasta foi entdo embutida na extremidade inferior de um
tubo de vidro (3 mm de d. i.) e o contato elétrico externo foi feito
com um fio de cobre. Com uma célula el etroquimica contendo como
eletrodo indicador o biossensor de tecido, um eletrodo auxiliar de
platina e um eletrodo referéncia de Ag/AgCI, esses autores determi-
naram os teores de etanol e & cool ailico.

Outras fontes aternativas da enzima alcool desidrogenase que
podem ser empregadas no desenvolvimento de biossensores e/ou
métodos enziméticos de andlise incluem as sementes de algoddo
(Gossypium hirsutum cv. Sokra)™, de girassol (Helianthus annus)®,
soja (Glycine max)®, pimentédo (Capsicum annuum)®, amendoim
(Arachis hypogaea)®, tabaco (Nicotiana sylvestris)®, tecidos de
morango (Fragaria xananassa Duch)®, oliva (Olea europaea)® e
beterraba (Beta vulgaris)®. Essas alternativas de emprego desses
materiais bioldgicos so de extrema importancia para as indUstrias
sucro-acoleiras, umavez que o monitoramento dos teores de etanol
nos processos fermentativos pode levar a maior produtividade dessa
substancia importante para a economia nacional.

Aminas

As amina oxidases sd0 grupos de enzimas que catalizam a oxi-
dacdo de aminas primérias, diaminas e poliaminas pelo oxigénio
molecular aos aldeidos correspondentes, perdxido de hidrogénio e
amonia, como representado pela Equacéo 5%:

R, R
N
N

|
Rs—cl—H + H,0 + 0, —— Ry —?=0 + RR;NH+ H,0,  (5)

Ry Ry

ondeR,, R, representam H ou grupo alquilaeR, eR,, H, aquilaou
arila

Sa0 conhecidos dois tipos principais de amina oxidases®, ague-
les contendo cobre (Cu-AOs; EC: 1.4.3.6) e amino oxidases conten-
do flavina (FAD-AOs; EC: 1.5.3.3).

Em 1948, Werle et al.® observaram pioneiramente a atividade
da amino oxidase em extratos de plantas. Desde entdo, a amina
oxidasefoi encontrada nas seguintes espéciesde plantas. aveia(Avena
sativa), pepino (Cucumis sativas), soja (Glicine max), semente de
ervilha (Pisum sativum), folha de Onobrychis viciifolia, semente e
folha de VMicia faba, entre outras®™®. Esses materiais biolégicos
supramencionados podem ser empregados na construcéo de
biossensores e/ou procedimentos enziméticos de analise para deter-
minagdo de diversas aminas de interesse, constituindo assim num
nicho importante de investigag&o.

Sebela et al.® estudaram a amino oxidase de ervilhas por
polarografia de pulso diferencial. Polarogramas dessa enzima em
tampéo fosfato 50 mmol L (pH 7) e aqueles obtidos ap6s reacdo da
amino oxidase separadamente com os reagentes di etil ditiocarbamato,
dietilpirocarbonato e borohidreto de sadio, indicaram que a quinona
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(cofator) e ions cobre ligados ao centro ativo, sdo os centros de oxi-
dacdo-reducdo dessa metal oproteina. Entretanto, muitos estudos vi-
sando melhor compreensdo da atividade catalitica dessa enzima po-
der&o ser ainda explorados.

Wimmerova & Macholan® construiram um biossensor
amperomeétrico para diversas aminas primérias e secundérias, imo-
bilizando tecido de ervilha (Pisum sativum), como fonte da enzima
amino oxidase em um eletrodo de pasta de carbono. Considerando
asfontes vegetais disponiveisno Brasil daenzimaamino oxidase e o
pequeno niimero de biossensores descritos na literatura especiaiza
da, ha certamente muitas possibilidades de construgdo de novos
biossensores para vérias aminas em amostras diversas.

Compostos fendlicos

Bourquelot & Bertrand em 1895 observaram o aparecimento de
um composto escuro no cogumelo na presenga datirosina. Em 1896
foi atribuido o nome de tirosinase a enzima presente no cogumelo,
sendo assim chamada porque o primeiro substrato usado foi a
tirosina® 17,

A tirosinase (EC: 1.14.18.1) étambém conhecidacomo polifenol
oxidase, catecol oxidase, catecolase e cresolase. Essaenzimacatalisa
a oxidacdo tanto de monofendis (e.g. tirosina, fenol, p-cresol)
(Eg. 6) como difendis (e.g. catecol, L-dopa, dopamina, adrenaling)
(Eq.7)"7, E largamente distribuida na natureza e encontrada nos
tecidos de kiwi, arroz, abacate, péra, magd, morango, uva, folha de
espinafre, palmito, banana, batata inglesa, batata doce, péssego,
manga, berinjela, inhame entre outros*-50108126,

OH H
PFQ %( o
+02+ 3H+ |\/ + H2O ©
Fenol Catecol
H 0O
OH 0]
+120, FF2 + HO ™
Catecol o-quinona

Como mencionado para 0 cogumelo, enzima é responsavel
pelo escurecimento enziméatico de muitos vegetais e frutas quando
cortados e expostos a0 ar. Este escurecimento é causado pela agdo
dessa enzima com os compostos fendlicos naturais e 0 oxigénio at-
mosférico que sdo oxidados a o-quinona, que em seguida pode se
polimerizar eformar asmelaninas!®:™, Nostecidosvegetais, aenzima
PFO esta localizada nos cloroplastos'®™ e sua concentracdo (ativi-
dade) no tecido vegetal depende do local do plantio, periodo da co-
lheita, espécie e do estado de amadurecimento deste, sendo menor
em frutos ou vegetais nao-amadurecidos!1%4,

Schubert et al.*?” utilizaram tecido de beterraba (Beta vulgaris
altissima) acoplado em um eletrodo de oxigénio e determinaram
tirosina em um intervalo de concentracéo de 3,0x107 a 9,0x10“ mol L™
O biossensor também apresentou resposta para alguns compostos
fendlicos como fenol, p-clorofenol e o-cresol.

Uchiyama et al.*?® desenvolveram um biossensor amperométrico
seletivo a catecol utilizando entre 40 e 60 mg de tecido de folhas de
espinafre (Spinacea oleracea) picadas e suportadas por uma mem-
brana de didlise (Technicon “C"). Esse biossensor apresentou um
tempo de resposta de 5-10 min e uma linearidade de 2,0x10* a
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8,0x 10 mol L de catecol. Tecido de espinafre também foi usado
por Zhihong et al.*® em um biossensor de pasta de carbono para
dopamina. A linearidade obtidafoi de 1,7x10°a1,6x10*mol L*eo
limite de detecgéo foi de 7,1x107 mol L.

Navarante et al.*** desenvolveram um el etrodo de pasta de carbo-
no contendo 9% m/m de tecido de berinjela, 41% m/m de Nujol e
50% m/m de p6 de grafite para determinagdo de catecol em concen-
tracBes da ordem de micromolar. Observou-se um tempo de vida
de 3 semanas e uma linearidade de 5,0x10° a 5,5x10° mol L* de
catecol.

Botre et al.®! construiram um biossensor para catecol, usando
umafatiafina (espessurade 100 um e didmetro de 10 mm) detecido
de batata (Solanum tuberosum) afixadacom umamembranadedidlise
diretamente em um eletrodo de oxigénio. Esse biossensor respondeu
linearmente no intervalo de concentracéo de 2,5x10° a 2,3x10* mol L?
de catecol. Tambhém usando tecido de batata, Uchiyama et al .**? de-
senvolveram um biossensor para catecol, usando &cido ascorbico na
solugdo tampdo fosfato. Esse biossensor apresentou um limite de
deteccdo de 5,0x108 mol L e um tempo de vida de 3 dias.

Forzani et al.*** construiram um biossensor de pasta de carbono
sensivel a dopamina, com 24,4 % m/m de tecido de batata e 42,6 %
m/m de acetileno de carbono e Nujol. A reagdo foi monitorada
amperometricamente em 0,05 V vs ECS em solucdo tampéo fosfato
(pH 6,75) e esse biossensor apresentou um limite de deteccéo de
2,5x10°¢ mol L.

Biossensores para catecolaminas usando tecidos de batata, co-
gumelo e abacate diretamente acoplados na superficie de um eletro-
do de oxigénio foram construidos por Mazzel et al.*** Esses eletro-
dos de tecidos vegetais apresentaram uma linearidade de 2,5x10° a
1,9x10* mol L* e um limite de deteccdo de 1,0x10° mol L.

Sidwell & Rechnitz**® desenvolveram um biossensor de tecido
de banana e o chamaram de bananatrodo, sensivel adopamina. Esse
biossensor apresentou um tempo de resposta de 1-3 min, linearidade
de 2,0x10* a 1,2 x10°® mol L e tempo de vida de duas semanas.

Wang & Lin** construiram um biossensor de pasta de carbono
sensivel a dopamina, L-dopa e adrenalina com tecido de banana, pd
de grafite e Nujol. Aplicou-se um potencial constante de- 0,2V vs
Ag/AQCI nesse eletrodo e as correntes medidas foram proporcionais
a concentragdo desses analitos. O eletrodo enzimético apresentou
um tempo derespostade 12 s, limite de deteccdo de 1,3x10°mol L e
linearidade de 5 a 90 pumol L para de dopamina. Wang &
Brennsteiner’®” usaram tecido de banana e cogumelo e construiram
um microeletrodo modificado de pasta de carbono. Esse biossensor
amperométrico apresentou um limite de detecgdo de 4,0x107 mol L*
para dopamina. Quando esse biossensor foi armazenado a 4 °C por
um periodo de 30 dias, sua resposta decresceu 20% daguela obtida
no primeiro dia (inicia).

Chen & Tan'*% imobilizaram p6 de diferentes tecidos vegetais
(batata, banana, cogumelo e macd) em uma membrana de
policarbonato com e sem apresencade Nafion. Essamembranaquan-
do secafoi fixadaem um eletrodo de oxigénio e apartir do consumo
de O, foi determinada a concentrac@ de dopamina.

Yifeng et al.*** construiram um biossensor usando tecido de co-
gumelo e tecido de banana, resina epdxi e pé de grafite. O potencial
detrabalho foi de- 0,2V vsAg/AgCI. O eletrodo contendo tecido de
cogumelo apresentou uma faixa linear de 1,2x10° a 5,0x102 mol L*
para catecol e aquele contendo tecido de banana, um intervalo linear
de 1,2x10° a 3,0x102 mol L* de catecol. O tempo de vida desse
biossensor foi de aproximadamente 1 més.

Ozsoz et al.»2 usaram tecido de cogumel o, ftal ocianinade cobalto,
po de grafite e Nujol e construiram um biossensor para compostos
fendlicos (catecol, fenol e dopaming). O biossensor apresentou um
limite de detecgdo de 7,5x10° mol L* e tempo de resposta de 60 s.

Quim. Nova

Diversos biossensores enziméticos, de tecidos de beterraba?,
berinjela® e cogumel 0 para determinacdo de L-dopa, dopamina e
adrenalina foram também propostos. As principais desvantagens
desses eletrodos que empregam fatias de tecido vegetal sdo o alto
tempo de resposta e a baixareprodutibilidade das caracteristicas ana-
|iticas entre eletrodos. Nesse Ultimo caso, € muito dificil reproduzir
com boa exatiddo as dimensdes das fatias do tecido e também o
posicionamento exato da fatia de tecido vegetal no sensor. No caso
especifico dos biossensores envolvendo a polifenol oxidase, hd um
agravante adicional da formag@o de melaninas nos intersticios do
tecido usado no biossensor. A formagdo desses produtos de conden-
sacd0 de quinonas leva a aumentos consideravels do tempo de res-
posta dos biossensores e principalmente a diminuicdo da sensibili-
dade do mesmo, uma vez que o polimero formado (melaninas) vai
bloqueando os intersticios da camada biol 6gica do biossensor, difi-
cultando a difusdo do analito e também causa diminuicéo daativida-
de catalitica da enzima naturalmente imobilizada no tecido vegetal.

Lima et al.*® desenvolveram um procedimento usando um reator
com tecido de coco e determinaram catecol em &guas derio e &guas
residuérias. O procedimento foi adaptado em fluxo e 60-90 deter-
minagBes/h foram feitas. Uma linearidade de 5,0x10° a 8,0x10* mol
Lt e um limite de deteccdo de 2,0x10° mol L* para catecol foram
obtidos. Em um outro trabalho, Lima et al.* empregaram tecido da
Latania sp. como fonte da enzima polifenol oxidase na construcdo
de um biorreator e também de um biossensor de pasta de carbono
para quantificacdo de diversos compostos fendlicos. Esse fruto é
encontrado em abundancia, principalmente no nordeste brasileiro,
podendo assim ser obtido gratuitamente e empregado no desenvol-
vimento de metodologias andliticas, por pesquisadores da regido.
Assim, as praias seriam o0 almoxarifado contendo vastissimas quan-
tidades de frascos (cocos) contendo a polifenol oxidase imobilizada.

Fatibello-Filho & Vieira”* desenvolveram um biossensor de
tecido de batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam) contendo como
agente aglutinante parafina®’ e acido estearico® e determinaram
hidroquinona em cremes dermatol dgicos em metanol. Um estudo
sistemético do desempenho desse biossensor em fungdo do tipo de
aglutinante e também da polaridade do solvente orgénico emprega-
do (e.g. metanol, acetonitrila, etanol, acetona, 1-propanol,
tetrehidrofurano, butanol, cloroférmio e 2-propanol) sdo discutidos
e comparados com biossensores empregando enzimas comerciali-
zadas. Um artigo de revisio sobre a biocatélise em meios aquo-res-
tritos aplicados em quimicaanalitica publicado por Lima& Angnes**
trata com muita propriedade o0 assunto e deve ser consultado, especi-
amente aquele descrevendo os biossensores em fase organica

S0 poucos 0s métodos enzimati cos descritos naliteratura usan-
do extrato bruto de tecidos vegetais. O primeiro trabalho usando
extrato bruto vegetal foi desenvolvido por Uchiyama et al .. Esses
pesquisadores determinaram dopamina, catecol e adrenalina usando
extrato bruto de banana ou espinafre (fonte da enzima polifenol
oxidase) como reagente transportador em um sistema de andlise por
injegdo em fluxo. Uma melhor estabilidade do sistema foi obtida
com 0 suco de espinafre e a linearidade deste procedimento foi de
1,0x10* a6,0x10° mol L paradopamina, 2,0x10*a8,0x 10 mal L*
para catecol e 2,0x10 a 6,0x10° mol L* para adrenalina.

Signori & Fatibello-Filho***? desenvolveram um biossensor
amperométrico para compostos fendlicos imaobilizando extrato bru-
to de inhame (Alocasia macrohiza) com glutaraldeido diretamente
em uma membrana de um eletrodo de oxigénio. O hiossensor apre-
sentou uma resposta linear para pirogalol, catecol, fenol e p-cresol
nas faixas de concentracfes de 2,5x10° a 8,0x10° mol L%, 1,0x10°
a 8,5x10° mol L, 1,0x 10° a 9,0x10° mol L* e 1,0x10° a 1,0x
10 mol L1, respectivamente. Nesse caso, 0 tempo de respostafoi de
aproximadamente 3 min, muito menor que o tempo de resposta da-
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queles biossensores de tecido vegetal afixado em um sensor para
oxigénio.

Vieira & Fatibello-Filho%*% construiram um biossensor
amperométrico para compostos fendlicos usando extrato bruto da
batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) imobilizados em um eletro-
do de oxigénio. Esse biossensor apresentou uma respostalinear para
catecol, pirogalol, fenol e p-cresol no intervalo de concentracdo de
2,0x10° a4,3x10* 2,0x10° a4,3x10* 2,0x10°a4,5x10% 2,0x10° a
4,5x10*mol L™, respectivamente. O tempo de resposta foi de 3-5
min e o tempo de vidafoi de 15 dias (250 determinagdes/ membrana
enzimética).

Caruso et al.*4! construiram um biossensor de pasta de carbono
modificado com extrato bruto de cara (Dioscorea bulbifera) sensivel
a catecol, dopamina e adrenalina. Foram usados 65% (m/m) de p6
de grafite contendo 40 unidades da enzima PFO e 35% (m/m) de
Nujol. A enzima polifenol oxidase oxida esses anditos a quinona,
dopaminacromo e adrenocromo e, a reducdo eletroquimica desses
compostos foram acompanhadas nos potenciais de +0,1; +0,14 e -
0,14V vs ECS, respectivamente. As curvas analiticas obtidas de cor-
rentes de pico catddicas e as concentracoes destes analitos foram de
2,5x10* a1,5x10° mol L para catecol, 2,0x10° a 8,0x10° mol L*
para dopamina e 2,0x 10* a 1,2x10° mol L* para adrenalina. O
biossensor foi aplicado para determinagdo de catecol em aguas
residudrias e catecolaminas (dopamina e adrenaina) em formula-
¢Oes farmacéuticas.

Fatibello-Filho & Vieira® desenvolveram um procedimento de
andlise por injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica para
determinacdo de L-dopa e carbidopa em formulagBes farmacéuticas.
Como solugéo carregadorafoi usada 120 unidades/mL do extrato bru-
to daPFO. O limite de deteccdo foi de 1,5x10° € 2,0x10° mol L* para
L-dopae carbidopa, respectivamente. As recuperactes desses analitos
em trés formulacBes farmacéuticas variaram de 98,6 a 106,3%. Em
um outro trabalho®, esses pesquisadores desenvolveram um método
espectrofotométrico em fluxo para a determinagdo de compostos
fendlicos em &guas residuérias usando a mesma sol ugdo transportado-
ra. Esse procedimento em fluxo apresentou umalinearidade de 2,0x10“ a
2,0x10° mol L* de catecol e um limite de deteccdo de 1,0x10° mol L.
Um procedimento espectrofotométrico manual, répido, preciso e de
baixo custo foi também desenvol vido® paradeterminacdo de metildopa,
dopamina e adrenalina em formulagdes farmacéuticas empregando
como fonte da enzima PFO extrato bruto de batata doce (Ipomoea
batatas (L.) Lam.). Como pode ser constatado nesses artigos publica-
dos, o emprego das PV Ps no preparo dos extratos brutos confere mai-
or estabilidade enzimética em comparagdo com aguel es obtidos sem o
emprego desse agente protetor.

Glutamato

O primeiro biossensor de tecido vegetal foi construido em 1981
por Kuriyama & Rechnitz*. Esses pesquisadores usaram uma fatia
de tecido de abobora, fonte da enzima L-glutamato decarboxidase
(EC: 4.1.1.15) acoplado em um eletrodo para CO,. Essa enzima
catalisaareagdo de oxidagdo de glutamato, como mostradana Eq. 8.
A linearidade obtidafoi de 2,0x10*a1,3x102 mol L paraglutamato
e um tempo de vida de 7 dias foi observado.

Glutamato _Gluanawo oxidese - 4-gminobutirato + CO, (8)

A reprodutibilidade da construcéo desse el etrodo, como discuti-
do, fica comprometida, uma vez que é muito dificil reproduzir a
mesma camada de tecido vegetal (fatia de tecido da abdbora). Uma
maneira de se aumentar a reprodutibilidade de constru¢do desse
biossensor pode ser acangada trabahando-se com o p6 do tecido
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desidratado (tamanho de particulas da ordem de 100 nm) ou empre-
gar extrato bruto do vegetal.

Pectinas

A pectinesterase (pectina metoxilase; EC: 3.1.1.11) catalisa a
hidrélise da ligagdo éster de substancias pécticas (remogdo do gru-
pos metoxilas) produzindo &cool metilico e &cido pectinico ou
péctico* (Eq. 9).

Il
COCH3

HO HC
OH Pectinesterase.
01 o 20

<]

(lj[ + H”+ CH30H (9)

HO HO

Essa enzima é encontrada em diversos tecidos vegetais como
tomate, laranja, lim&o, cenoura e mamao. Possui grande importancia
naindustria de alimentos, umavez que é usada parafacilitar afiltra-
¢do e/ou clarificagdo de sucos de frutas e também na produgéo de
pectinas.

Horie & Rechnitz* usaram umafatiade cascade laranjae cons-
truiram um biossensor de pasta de carbono para determinagéo de
pectina. A pectinafoi monitoradaem 0,9V vsAg/AgCl ealinearidade
foi de0,1a0,9 g/L empH 7,5.

Dois procedimentos espectrof otométricos para pectinaforam pro-
postos na literatura®®*® baseados no monitoramento do metanol for-
mado na reagdo enzimética (Eq. 9) utilizando-se os reagentes
cromogeénicos azul de bromotimol**® e 3-metilbenzotiazol-2-ona-
hidrazona“, respectivamente. Outra possibilidade seriaa deteccéo do
acido péctico em uma solugéo contendo ions célcio(ll) em excesso,
com um biossensor construido com um eletrodo ion-seletivo a célcio.

Per 6xido de hidrogénio

A peroxidase (PER; EC: 1.11.1.7) é encontrada em tecidos de
vegetais e animais. Schdnbein em 1855, usando extratos de plantas
com perdxido de hidrogénio e guaiacol observou que um composto
de coloragdo intensa era formado. Linossier em 1898 isolou esta
enzima e chamou de peroxidase®™ ™. A PER catalisa a oxidagdo
pelo perdxido de hidrogénio de alguns substratos como mono e
difendis, polifendis, aminofendis, entre outros. E conhecida como
umaenzimatermoestavel que podeter suaatividade regenerada apés
tratamento térmico. Diversas sdo as fontes dessa enzima como pés-
sego, tomate, soja, rabanete, abobrinha, nabo e aspargo!>**,

Diversos procedimentos sfo citados na literatura para determina-
¢80 de perdxido de hidrogénio usando diferentestecidos vegetais, como
aspargo, uva, abacaxi, rabanete, nabo, dface, entre outros e extrato
bruto de abobrinha, como fonte da enzima peroxi dase®4748 155157,

Oungpipat et al.™* usaram tecido de aspargo e desenvolveram
um biossensor amperométrico sensivel a peréxido de hidrogénio.
Ferroceno foi usado como mediador de elétrons e o produto forma-
do foi monitorado em 0,0 mV vs ECS. Esse biossensor apresentou
um tempo de resposta de 2 s, desvio padrdo relativo menor do que
1% e limite de deteccdo de 4,0x107 mol L.

Navarante & Rechnitz** construiram um biossensor de pasta de
carbono usando tecido de tabaco. O tempo de vida desse el etrodo foi
maior que cinco meses, o tempo de resposta de 2s e o limite de
deteccdo de 7,5x107 mol L.
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Tecido de kohlrabi (Brassica oleracea caulo-rapa) também foi
usado pelo grupo do Prof. Rechnitz®” como fonte da peroxidase.
Usando tecido desse vegetal eferroceno parafacilitar atransferéncia
de elétrons entre 0 analito e 0 biossensor esses pesguisadores cons-
truiram um biossensor de pasta de carbono para determinagéo de
perdxido de hidrogénio. O eletrodo enzimético apresentou um tem-
po de resposta de 2,6 s em uma amplafaixa de pH (5,0 a7,4).

Vieira & Fatibello-Filho® desenvolveram um procedimento em
FIA paradeterminacdo de perdxido de hidrogénio em agua oxigena
da de uso farmacéutico e &gua de piscina usando extrato bruto de
abobrinha como fonte da enzima peroxidase na solugdo transporta-
dora. A Eq. 10 apresenta a reago entre guaiacol e peréxido de hi-
drogénio catalisada pela peroxidase.

OCH, OCH,

OCH, 0—0
OH
4 + 4H,0, Peroxidase + H,0
O o O (10)

OCH, OCH,

Esses autores trabalharam com uma concentragdo constante de
guaiacol e monitoraram espectrofotometricamente em 470 nm acon-
centragdo de tetraguaiacol formado nareagdo enzimatica. O método
proposto apresentou umallinearidade de 1,6x10° a6,6x10* mol L1 e
um limite de detecgdo de 2,1x10° mol L* para peréxido de hidrogé-
nio.

Uréia

A urease (EC: 3.5.1.5) obtida do feijéo de soja foi a primeira
enzimaa ser cristalizada em 1926, por J. B. Sumner®3. Essa enzima
catalisa a hidrélise da uréia, formando o ion amdnio e bicarbonato,
como mostrada na Equacdo 11. Encontra-se principa mente em se-
mentes de feij&o.

(NH,),CO + H,0 Urwe y 7NH," + HCO’;
on It u' (11
NH; + H,O

Eletrodos contendo urease imobilizada em sensores emprega-
dos em medidas de pH, como o de vidro e de antiménio-dxido de
antimonio*foram construidos para a determinacdo de uréia em uri-
na. Outros biossensores propostos envolvem o monitoramento do
didxido de carbono produzido nareagéo enzimatica com um eletro-
do potenciométrico de membrana de Teflon®.

Arnold & Glazier™ desenvolveram um biossensor para uréia
usando tecido de feijdo como fonte da urease. Graciliano-Neto et
al.** também construiram um biossensor para uréia, e empregaram
tecido defeijao (Canavalia-maritima) imobilizado com glutaral deido
em uma membrana de PV C na superficie de um eletrodo sensivel a
amonia. Em um outro trabalho, Silva et al.*® determinaram uréiaem
andlise por injecdo em fluxo monitorando o cétion aménio formado
nareagdo enzimética entre uréia e extrato bruto defeijdo (Canavalia
ensiformis) com um eletrodo tubular potenciométrico.

Um sistema de andlise por injecdo em fluxo com deteccéo
condutométricafoi construido por Faria et al.'! para a determinacdo
de uréiaem soro humano. Esses pesquisadores usaram feij&o de soja
(Canavalia ensiformisdc) como fonte natural daenzimaureaseimo-
bilizado em umacolunade 3 cm (reator enzimético). Osionsamonio
gerados enzimaticamente causaram um aumento da condutancia da

Quim. Nova

solugdo receptora que foi proporciona a concentracdo de uréia na
amostra. Esse procedimento apresentou uma freqiiéncia analitica de
40 determinagdes/h.

Graciliano-Neto et al.’®? construiram um biorreator conten-
do 120 mg de Canavalia brasiliensisimobilizados com glutaraldeido
e 0 adaptaram em um sistemaem fluxo com deteccdo potenciométrica.
Os ions amdnio produzidos na reagdo enzimética foram convertidos
aamodniaem umasolucdo al calinaque permeou através deumamem-
brana de politetrafluoroetileno. Esse procedimento em fluxo apre-
sentou uma curva analitica de 2,5x10* a 2,5x10° mol L e foi em-
pregado com sucesso na quantificagdo de uréia em fertilizantes.

Um sistema de andlise por injecdo em fluxo para determina-
¢80 de uréia empregando um reator enzimético contendo tecido de
soja e quimioluminescéncia foi descrito por Qin et al.’®®, Uma faixa
linear de concentracdo de uréa entre 4-400x10° mol L* com limite
de deteccdo de 2x10® mol L* foram obtidos e o emprego de uma
resina de troca ani6nica separou algumas substancias interferentes
daurina.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Esse artigo de divulgagéo apresentou aguns procedimentos ana-
Iiticos empregando tecidos e/ou extratos brutos vegetais para deter-
minacdo de v&rios andlitos de interesse alimenticio, ambiental, far-
macéutico, industrial e tecnolégico. Como pode ser observado, tra-
tam-se de procedi mentos enziméti cos rel ativamente simples, mas de
extremo interesse. Em virtude da grande biodiversidade encontrada
no Brasil, ha certamente um nimero muito grande de procedimentos
analiticos que poderdo ser desenvolvidos de interesse naquel as areas
supramencionadas, especia mente aquel es para deteccdo de substan-
cias em tempo real, uma tendéncia que vem sendo observada na qui-
mica analitica moderna. Como esses materiais bioldgicos vegetais
sdo de baixo custo e geralmente mais estaveis que as enzimas
purificadas, o conhecimento e 0 emprego de tais materiais em diver-
sas metodol ogias anal iticas vem ganhando muito prestigio e impor-
tancia nos dltimos tempos.

Umaoutrapossibilidade que se apresenta é aobtencéo de enzimas
purificadas obtidas no préprio laboratério do pesquisador para pos-
terior emprego em biossensores e/ou procedimentos enziméticos de
andlise. Gaspar et al .**+1% empregaram bi ossensores construidos com
peroxidases obtidas e purificadas de tabaco (Nicotiana sylvestris) e
batata doce (Ipomoea batatas) e fizeram um estudo comparativo
empregando esses biossensores'®* com enzimas comerciais e aque-
las obtidas no laboratdrio.
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