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RESUMO

Alergias alimentares tém sido cada vez mais frequentes devido ao crescente uso
de aditivos, como os agentes sulfitantes, que apesar de sua eficacia na
conservacao de alimentos, tem apresentado inUmeras reagfes adversas. Diante
disso, percebe-se a necessidade de dispositivos confiaveis, sensiveis e
seletivos, tais como, os biossensores, para avaliar a presenca destes aditivos
em um determinado produto alimenticio. A partir desta problematica, o presente
trabalho objetivou a construcdo de um biossensor eletroquimico para
determinacao de sulfito em alimentos, utilizando a enzima polifenol oxidase
(PFO) e os polimeros naturais quitosana e o mesocarpo de babacu (Orbignya
phalerata Mart), sendo este ultimo utilizado na forma de nanoparticulas
poliméricas (MBNPs). As MBNPs foram sintetizadas pelo método de dialise e,
apos caracterizacdo estas mostraram um formato irregular além de terem sido
determinados seu tamanho médio em 121,5 nm, PDI 0,254 e potencial zeta -
28,1mV. Posteriormente, as MBNPs foram empregadas na construcdo do
biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO a partir da técnica “casting”, com a
adsorcdo do filme multicamadas sobre o eletrodo de carbono grafite pirolitico. A
caracterizacdo eletroquimica do sistema foi realizada pelas técnicas de
Voltametria Ciclica (VC) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ), e este
mostrou-se eficiente para deteccdo do sulfito em sucos industrializados,
apresentando limite de detecgéo de 0,151 umol L* e limite de quantificacdo de
0,452 pmol L. As amostras de sucos comerciais analisadas apresentaram
concentracdo de sulfito abaixo de 10,0uM, estando dentro que do que preconiza
a legislacéo Internacional sobre a orientacdo da Joint Expert Commitee on Food
Additives que estabelece o limite maximo de 0,002g/100mL. Diante do que foi
exposto, por ser construido a partir de polimeros naturais de baixo custo e
apresentar sensibilidade a baixas concentracdes deste aditivo, acredita-se que
0 biossensor seja uma alternativa economicamente viavel para determinacéo de

sulfito em produtos alimentares.

palavras-chave: nanoparticulas poliméricas, mesocarpo de babagu, biossensor,

sulfito



ABSTRACT

Food allergies have been increasingly common due to the increasing use of
additives such as sulphite agents, which despite their effectiveness in food
preservation, have shown numerous adverse reactions. Given this, we realize the
need for reliable, sensitive and selective devices, such as biosensors, to evaluate
the presence of these additives in a particular food product. From this problem,
the present work aimed the construction of an electrochemical biosensor for
determination of sulfite in foods, using the enzyme polyphenol oxidase (PPO) and
the natural polymers chitosan and babassu mesocarp (Orbignya phalerata Mart).
in the form of polymeric nanoparticles (BMNPs). BMNPs were synthesized by the
dialysis method and after characterization they showed an irregular shape and
their mean size at 121.5 nm, PDI 0.254 and zeta potential -28.1 mV were
determined. Subsequently, BMNPs were used to construct the ECP/BMNPs
/ICHIT/GA/PPO biosensor using the casting technique, with the multilayer film
adsorption onto the pyrolytic graphite carbon electrode. The electrochemical
characterization of the system was performed by the Cyclic Voltammetry (CV)
and Square Wave Voltammetry (SWV) techniques, and it was efficient for the
detection of sulfite in industrialized juices, with detection limit of 0.151 umol L
and limit. of quantification of 0.452 umol L. The samples of commercial juices
analyzed presented sulfite concentration below 10.0uM, being within what is
recommended by the International legislation on the orientation of the Joint
Expert Commitee on Food Additives which sets the maximum limit of 0.002g /
100 mL. In view of the above, being constructed from low cost natural polymers
and presenting low concentration sensitivity of this additive, it is believed that the
biosensor is an economically viable alternative for sulfite determination in food

products.

keywords: polymer nanoparticles, babassu mesocarp, polyphenol oxidase,

biosensor, sulfite.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da agricultura moderna e da industria de
alimentos, percebe-se uma mudanca nos habitos alimentares da populacéo
mundial, o que tem atraido a atencdo dos 6rgdos reguladores como um todo,
principalmente pela substituicio de alimentosin natura por alimentos
processados, o que vem aumentando consideravelmente o consumo de aditivos
alimentares (Sandhi et al, 2005; Bathinapatla et al, 2015).

Com o advento da modernidade e o crescimento da industria quimica e
alimenticia, a humanidade sentiu a necessidade de processar os alimentos de
forma a conservar pelo maior tempo possivel, visando garantir a sobrevivéncia
em periodos de escassez, como em invernos ou secas rigorosas (Polénio &
Peres, 2009).

No passado, os alimentos eram fabricados e produzidos na mesma regiao
ou em regibes préximas aquelas de comercializacdo. Atualmente, com a
globalizacéo e o desenvolvimento da logistica a nivel nacional e internacional, o
alimento processado normalmente é transportado em grandes distancias para
chegar aos consumidores, necessitando o uso de aditivos e conservantes para
garantir sua integridade, evitando sua contaminacéo e deterioragdo (Cheng et
al, 2010; Lener & Lerner, 2011).

De acordo com o Comité de Seguranca Alimentar do Conselho Alimentar
e Nutricional, os aditivos alimentares podem ser definidos como uma substancia,
ou mistura de substancias, que ndo sejam géneros alimenticios de base, mas
cuja adicdo intencional ao alimento em suas fases de fabricacdo, elaboracao,
preparacdo, tratamento, envasamento, empacotamento, transporte ou
armazenamento, resulte na modificagcdo das caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensoriais do alimento (Branen et al, 2005).

Apesar dos aditivos serem utilizados na maioria das vezes com o intuito
de aumentar o tempo de vida atil dos produtos alimenticios, diversos estudos
apontam reacOes adversas aos aditivos, quer seja aguda ou cronica, desde
reagOes toxicas desencadeantes de alergias, até o desenvolvimento de tumores
carcinogénicos, estes Uultimos observados a longo prazo (Pollock, 1991;

Sugimura et al, 2003).
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Dentre os aditivos largamente utilizados na industria de alimentos,
podemos destacar os agentes sulfitantes, que incluem o diéxido de enxofre (SO2)
e seus sais de sodio, potassio e calcio. Estes aditivos alimentares atuam como
conservantes, atuando na inibicdo da deterioracdo provocada por bactérias,
bolores e leveduras em alimentos, e na inibicdo de reacfes de escurecimento
enzimatico e ndo enzimético durante processamento e estocagem (Pizzoferrato
et al, 1998; Machado e Toledo, 2006; Oliveira et al, 2008).

Embora os sulfitos sejam amplamente utilizados na indastria de alimentos,
0 emprego deste aditivo como conservante acarreta alguns problemas, como a
reducdo da biodisponibilidade de algumas vitaminas tais como a: tiamina (B1),
acido fdlico (B9), piridoxina e a nicotinamida, reduzindo a qualidade nutricional
dos alimentos tratados (Machado e Toledo, 2006; Scampicchio et al, 2008).
Também foram relatados na literatura sintomas como dermatites,
brocoespasmos, urticaria, rubor, hipotensao, dor abdominal e diarreia (Branen et
al, 2005; Machado e Toledo, 2006; Stohs & Miller, 2014).

Diante desta problematica, percebe-se a necessidade de métodos que
sejam eficientes e rapidos na monitoracdo dos niveis de sulfito em alimentos, no
sentido de manter o cumprimento das diretrizes reguladoras propostas pelas
legislagdes vigentes.

Nas analises em produtos alimenticios, o0s biossensores tém sido
utilizados principalmente na deteccdo de compostos quimicos e biolégicos uma
vez que estes dispositivos permitem a quantificacdo dos componentes que sao
encontrados naturalmente e daqueles que sdo adicionados intencionalmente,
como alguns aditivos e vitaminas (Oliveira e Pereira, 2016).

A tendéncia hoje nos estudos envolvendo o0s biossensores é a
combinacao destes com nanotecnologia por meio uso de nanoparticulas, devido
as propriedades eléctricas e quimicas Unicas de nanomateriais, que tm o
potencial de melhorar a velocidade de resposta, a sensibilidade e a selectividade
para satisfazer a necessidade de deteccdo de contaminantes em amostras
complexas de alimentos (Warriner et al, 2014; Govindhan et al, 2014)

Nesta perspectiva, o0 presente trabalho apresenta o desenvolvimento de
um biossensor eletroquimico a base de nanoparticulas do mesocarpo de babacu
(Orbignya Phalerata Mart), do polimero natural quitosana e da enzima polifenol

oxidase, como uma alternativa para monitorar os niveis de sulfitos em alimentos.
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O biossensor foi proposto por ser um dispositivo simples, que apresenta elevada
sensibilidade, além de utilizar materiais de baixo custo como os polimeros
naturais (Rawal et al, 2012).

O polimero natural utilizado na sintese das nanoparticulas poliméricas
(MBNPs), o mesocarpo de babacu, € um material lignoceluldsico derivado do
coco do babacu (Orbignya pharelata Mart), encontrado entre o epicarpo e o
endocarpo, caracterizando-se por ser um produto nao-téxico, renovavel e
biodegradavel (Vieira et al, 2009; Lorenzi et al, 2010; Liu et al, 2007). O outro
polimero natural utilizado na construcdo do biossensor é a quitosana, que € a
forma desacetilada da quitina, encontrada na parede das plantas inferiores e
esqueléticas de artropodes e moluscos (Gupta e Jabrail, 2006). Este material
caracteriza-se por ser de baixo custo, renovavel e biodegradavel, possuindo
estrutura molecular similar a da celulose, diferenciando-se somente nos grupos
funcionais, onde séo verificados a presenca de grupos amino (NH2) na estrutura
da quitosana (Krajewska, 2004; Berger et al, 2004).

A enzima polifenol oxidase pertence ao grupo das oxidorredutases e
apresenta o cobre como sitio ativo, sendo capaz de catalisar as reacdes de
hidroxilagdo de monofendis a difendis, e de oxidacdo difendis a o-quinonas
(Juana et al, 2002; Haghbeen et al, 2003).

Diante do que foi exposto, acredita-se que 0 biossensor construido seja
uma alternativa viavel para a monitoracdo dos agentes sulfitantes, visto que este
dispositivo se mostrou eficiente na detecgéo deste aditivo em amostras reais,

além de utilizar materiais naturais e de baixo custo no seu desenvolvimento.
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REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

1. POLIMEROS NATURAIS

O avanco tecnologico tem impulsionado a busca por materiais
alternativos nos diversos campos da industria, visando uma reducdo na
quantidade de residuos gerados, possibilitando ag6es mais sustentaveis ao meio
ambiente. Nessa perspectiva, pesquisas vem sendo desenvolvidas no sentido
de substituir os polimeros sintéticos pelos polimeros naturais existentes (Ma et
al, 2012).

Os polimeros naturais também chamados de biopolimeros, séo
polimeros formados durante o ciclo de crescimento de organismos vivos, sendo
que a sintese destes materiais envolve geralmente reacfes catalisadas por
enzimas, e reagOes de crescimento de cadeia a partir de mondémeros ativados,
que sdo formados dentro das células por processos metabdlicos complexos
(Franchetti e Marconato, 2006).

Os polimeros naturais podem ser classificados estruturalmente como
polissacarideos, poliésteres e poliamidas, sendo que estes materiais se
degradam gerando diéxido de carbono, dgua e biomassa, como resultado da
acdo de organismos vivos ou enzimas (Zhang et al, 2001).

Estes materiais constituem uma importante fonte de materiais com
grande versatilidade quimica e elevado potencial em diversas aplicacdes. As
suas propriedades podem ser facilmente alteradas por diferentes métodos
fisicos e quimicos (Plank, 2003). Isto permite a selecdo de propriedades
importantes (Kaplan, 1998), tais como, capacidade de absorcdo de agua e
propriedades mecanicas com especificagcbes apropriadas a determinadas
aplicacfes nos setores biomédicos (Bedade e Sutar, 2019), farmacéutico (Lima
et al, 2018) e de biocombustiveis (Sondhi et al, 2018).

O grande diferencial dos polimeros naturais sdo sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade, caracteristicas filmogénicas, disponibilidade e baixo custo,
caracteristicas que possibilitam seu uso em diversas areas de aplicacédo, que
vao desde a industria alimentar, até as areas biomédicas e farmacéuticas
(Vandame et al, 2002).
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Os polimeros naturais podem ser utilizados na fabricacao de filmes e
revestimentos comestiveis (Elsabee e Abdou, 2013; Vejdan et al, 2016), na
liberacdo controlada de farmacos (Takeuch et al, 2017; Kiani et al, 2016), na
sintese de nanocompdsitos (Deng et al, 2016) e na sintese de nanoparticulas
poliméricas (Wang et al, 2016).

1.1 Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo definidas como particulas coloidais
com tamanho no intervalo de 10-1000 nm, sendo elaboradas a partir de
polimeros que podem ter origem natural ou sintética (Kreuter, 1994; Vauthier e
Bouchemal, 2009; Kumari et al, 2010; Plapied et al, 2011).

Podem ser classificados em nanocapsulas e nanoesferas, as quais
diferem entre si segundo a composicao e organizacao estrutural (Kumari et al,
2010). As nanoesferas podem ser definidas como sistemas nanoparticulados
constituidos de uma matriz polimérica densa, cuja massa interna é soélida e
possibilita a adsor¢do de moléculas em sua superficie ou a encapsulacdo destas
no seu interior (Mora-Huertas et al, 2010; Rao e Geckeler, 2011). Ja as
nanocapsulas sdo sistemas vesiculares, atuando como uma espécie de
reservatério, em que as substancias bioativas sdo armazenadas em uma
cavidade gue consiste de um nucleo liquido (6leo ou agua) envolvido por material
sélido, e/ou séo incluidas ou adsorvidas na parede polimérica (Zhang e Webster,
2009; Kumari et al, 2011).

As nanoparticulas poliméricas sdo frequentemente empregadas como
mecanismos de entrega e liberacédo de farmacos por serem produzidas a partir
de matéria-prima de facil obtencdo, por meio de processos de producao
relativamente simples, além de apresentarem-se como estrutura de elevada area
superficial, o que proporciona maior interacdo com os componentes biolégicos
(Schaffazick et al, 2003; Mainardes et al, 2009; Jain e Kumar, 2010).

Estes nanomateriais vém sendo utilizados como materiais suportes na
adsorcdo de biomoléculas pois apresentam elevada area superficial, devido a
grandes propor¢des area-volume, tornando-as mais ativas que seu material na
escala macro, fornecendo mais locais para fixacdo de moléculas biologicas do

que as membranas poliméricas convencionalmente usadas (Wang et al, 2007).
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Possuem alta energia livre de superficie, facilitando a transferéncia de
elétrons do material biolégico para a superficie do eletrodo, quando utilizados na
modificacdo do eletrodo para aplicacdo como biossensor (Luo et al, 2006;
Mohanraj e Chen, 2007; Ansari e Husain, 2012). Além disso, eles tém o tamanho
das nanoparticulas é compativel com o das moléculas biologicas, que podem
aumentar a atividade e a vida util das moléculas biologicas ap6s sua imobilizagcédo
na superficie de materiais nanoestruturados (Fathil et al, 2015; Noor e Krull,
2014).

Estudos demonstraram que a imobilizacdo de enzimas nas nanoparticulas
pode reduzir o desdobramento das proteinas e melhorar a estabilidade e o
desempenho das mesmas (Gupta et al, 2011).

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas por dois métodos: a
partir da dispersdo de polimeros pré-formados ou através da polimerizacao
direta de monémeros. Todavia, 0s métodos mais comumente aplicados sédo o0s
gue fazem uso dos polimeros pré-formados (Reis et al, 2006). Quando o material
de partida € o polimero ja formado, pode-se usar métodos classicos de
preparacao como: evaporacao do solvente (Wang et al, 2010; Tansik et al, 2014),
nanoprecipitacdo (Liu et al, 2014; Chidambaram et al, 2014), salting-out
(Wheatley et al, 2016), dialise (Vu et al, 2010) e tecnologia de fluido supercritico
(SCF) (Sekhon, 2010). Quando as nanoparticulas poliméricas sédo sintetizadas
por meio da formacao direta dos polimeros a partir do seus monémeros, pode-
se usar a polimerizagéo por micro-emulsificagdo (Rao e Geckeler, 2011), mini-
emulsdo (Udagama et al, 2011), emulséo interfacial e radicalar (Gaudin et al,
2008).

Dos polimeros existentes, os polimeros naturais tém sido largamente
utilizados na sintese de nanoparticulas por apresentarem boa
biocompatibilidade, n&o toxicidade e capacidade de serem facilmente
modificados melhorando suas propriedades fisico-quimicas, mecéanicas ou
quimico-biolégicas, ampliando as possibilidades de utilizagdo como novos
materiais (Maia et al, 2004; Liu, et al, 2008). Os polimeros naturais também
apresentam capacidade em formar géis, e de interagir com espécies dissolvidas,
tais como: biomoléculas, farmacos e corantes (Yang et al, 2003).

Diante do que foi exposto, o presente trabalho utilizou dois polimeros

naturais na construcdo do biossensor: a quitosana, e o0 mesocarpo babacu
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(Orbignya phalerata Mart), sendo este udltimo na forma de nanoparticulas

poliméricas.

1.2 Mesocarpo de Babacu (Orbignya pharelata Mart)

A palmeira Orbignya phalerata Mart, popularmente conhecida como
babacu, € uma planta da familia Palmaceas e do género Orbignya. E nativa do
Brasil e cresce em solos com ampla variacdo de pluviosidade anual, como o
semi-arido tropical e tropical amido (Teixeira, 2008).

O babacu € uma palmeira brasileira monocaule de grande porte (até 20
m), de tronco cilindrico medindo até 41 cm de diametro e copa em formato de
taca, conforme ilustrado na Figura 1 (Henderson, 1995).

Figura 1. Palmeira babacu (Orbignya pharelata Mart)

Fonte: O autor (2019)

A palmeira do babacgu é encontrada em paises como Bolivia, Suriname
e Brasil. No Brasil esta espécie é encontrada na mata dos cocais, que sao
regides definidas por apresentar uma alta densidade dessa palmeira, tendo um
destaque para os Estados do Maranhdo, Tocantins e Piaui (Sousa, 2008;
Lorenzi, 2010).
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Os frutos do babacu sado conhecidos como cocos, apresentam formato
obliongos-elipsoides lisos, com 11,3 x 6,3 cm de didmetro, pesando de 90 a
280g, de coloragdo marrom na maturidade (Teixeira, 2008). Os frutos
apresentam quatro partes principais conforme mostra a Figura 2. o epicarpo
(camada exterior, dura e fibrosa) correspondente a 11% do fruto; o mesocarpo
(camada intermediaria, fribosa, rica em amido e taninos localizado entre o
epicarpo e o endocarpo) correspondendo a 23% do fruto; o endocarpo (camada
interna, rija, altamente resistente, onde ficam as améndoas) correspondendo a
59% do fruto; e as améndoas (massa de nutrientes, interna, coberta com um

filme marrom) corresponde a 7% do fruto (Albieiro et al, 2007; Barros, 2011).

Figura 2. Composicao fisica do coco babacu

Epicarpo

Ameéndoas

Endocarpo

Fonte: O autor (2019)

O Mesocarpo de Babacu (MB) caracteriza-se por ser um polimero
natural, ndo-téxico, renovavel, formado por materiais lignocelulésicos, que séo
constituidos de mistura de celulose, hemicelulose e lignina, apresentando
grande potencial para uso na area industrial (Vieira et al, 2009).

E obtido a partir do fruto do babacu seco e moido em pd, denominado
farinha de mesocarpo de babacu (Balick, 1987; Carrazza et al, 2012). Este
produto &€ amplamente comercializado no nordeste do Brasil, como suplemento
alimentar para adultos e criancas, e na alimentacdo animal (Souza et al, 2011;
Rostagno et al, 2011).

O p6 do mesocarpo do babagu apresenta algumas propriedades anti-

inflamatorias e analgésicas ja comprovadas (Brito Filho et al, 2006; Azevedo et
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al, 2007), além de propriedades antitumororais (Renn¢ et al, 2008; Fortes et al,
2009), antitrombdticas (Azevedo et al, 2007) e antimicrobianas (Caetano et al,
2002).

Assim como outros materiais lignoceluldsicos, o mesocarpo de babacu
€ capaz de reagir com uma variedade de substancias devido a sua elevada
reatividade em relacdo aos grupos hidroxilas disponiveis na superficie de

polissacarideos (celulose, lignina) (Liu et al, 2007).

1.3 Quitosana

A quitosana (QUIT) é um polissacarideo natural que ocorre em alguns
fungos como os da classe Zygomycetes, sendo geralmente obtida por meio da
desacetilacdo parcial da quitina, o principal composto dos exoesqueletos de
crustaceos (Pochanavanich et al, 2002; Pillai, et al, 2009).

Este polimero natural, possui uma estrutura molecular similar a da
celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais. A estrutura quimica
da quitosana apresenta um grupo amino e dois grupos hidroxila potencialmente
capazes de se reticularem com diferentes substancias (Goosen, 1996; Azevedo
et al, 2007). Estruturalmente, a quitosana é um heteropolimero catiénico que
consiste em unidades de D-glucosamina e N-acetilglucosamina ligadas por
ligacdes glicosidicas - (1-4) (Ngo et al, 2015).

A quitosana € uma base fraca e insolivel em agua, mas soluvel em
solucdes acidas aquosas diluidas abaixo do seu pKa (~ 6,3), em que se pode
converter unidades de (-NH2) para a forma protonada sollGvel (-NH3*). A
solubilidade da quitosana depende da sua origem bioldgica, peso molecular e
grau de acetilacao (Assis, 2010; Shepherd et al, 1997).

Dentre as carateristicas da quitosana que a torna um dos polimeros
naturais mais utilizados na atualidade, podemos destacar sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, além de uma
variedade de atividades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana (Elsabee
et al, 2009; Kang, et al, 2009).

Atualmente, as maiores aplicacdes da quitosana estdo centradas na
purificacdo da agua, no processamento de alimentos e na quelacdo de ions
metélicos (Guibal, 2004; Badawi et al, 2017). A tendéncia atual para aplicacdes

industriais concentra-se em produtos de alto valor agregado, como cosméticos
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(Corinaldesi et al, 2017), agentes de liberacdo de farmacos no organismo
(Shariatinia, 2019), aditivos alimentares (Mujtaba et al, 2019) e produtos
farmacéuticos (Kumar, 2000; Gavhane et al, 2013). Estudos também apontam o
grande potencial da quitosana na area de biotecnologia, podendo ser utilizada
na forma de flocos, gel ou membrana na imobilizacdo de células em meios de
cultura (Tsigos et al, 2000; Peter, 2005).

A quitosana também tem se destacado pela sua capacidade
filmogénica, principalmente no uso de filmes e revestimentos comestiveis
(Elsabee & Abdou, 2013). As propriedades da quitosana, que fazem desta uma
eficiente  matriz  filmogénica, sdo suas propriedades intrinsecas
(biodegradabilidade, biocompatibilidade, bioadesividade, hidrofilicidade) e
principalmente seu carater policatibnico em meio acido e sua capacidade de
formar ligagdes de hidrogénios (Deng et al, 2007).

Ressalta-se ainda que a quitosana pode ser empregada na imobilizacéo
de enzimas para a construcdo de biossensores devido ao elevado niumero de
grupos aminos e hidroxilas presentes em sua estrutura (Goosen, 1996). Como
agente reticulante para a quitosana, pode-se utilizar o glutaraldeido, por meio de
ligacdo dos grupamentos CHO dos aldeidos com os grupos NHz da quitosana,

formando uma rede polimérica (Guo et al, 2009; Xie et al, 2008).

2. ENZIMA

Enzimas sdo, em sua maioria, proteinas de elevado peso molecular,
formadas por aminoacidos ligados covalentemente entre si por ligaces
peptidicas, sendo a sua conformacdo e estabilidade da estrutura molecular,
mantidas por ligacdes fracas tais como: ligacdes de hidrogénio e forcas de Van
der Walls (Nelson et al, 2004).

Segundo Mariotti (2000), as enzimas sSao interessantes por serem
produtos bioldgicos, catalisadores, apresentarem alto grau de especificidade,
apresentarem mecanismo de ‘“turnover” e serem altamente eficientes,
econdmicas e atoxicas.

Usadas como catalisadores, as enzimas aceleram as reacdes atraves da
diminuicdo da energia de ativacdo (Nelson et al, 2004). As enzimas se
aproximam dos substratos (S) com orientacdo espacial favoravel dentro de uma

cavidade denominada sitio ativo, formando um complexo enzima-substrato (ES).
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A formacao deste complexo conduz a uma diminuicdo da energia de ativacao,
aumentando a velocidade da reacdo. Ao final da reacdo, o substrato (S) €
convertido a produto (P) e a enzima permanece inalterada conforme pode ser

verificado na Figura 3 (Woolerton et al, 2012).

Figura 3. Esquema de reacdes de catalise envolvendo enzimas

Enzima

Complexo

Substrato enzima-substrato Prorgg;%%da

Fonte: Miranda (2015)

Efetivamente, as enzimas aceleram uma reacao reversivel em ambos os
sentidos, sendo seu potencial catalitico, em geral muito maior que o0s
catalisadores sintéticos e inorganicos (Cabral et al, 2003).

Além da sua funcéo catalitica, as enzimas sdo caracterizadas por sua alta
especificidade. A especificidade enzimética consiste na capacidade da enzima
ser seletiva a ligacfes, substratos ou grupos de substratos. Se baseia nas
interacdes entre a molécula do substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima (Dixon
e Webb, 1979).

Em virtude da sua alta seletividade e poder catalitico, as enzimas vém
sendo muito empregadas na quimica analitica, bem como na medicina,
agricultura, tecnologia de alimentos e estudos ambientais (Fatibello e Vieira,
2002).

De acordo com o Comité de Nomenclatura da Uni&do Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology — NC-IUBMB), as enzimas séo

divididas em 6 classes conforme o tipo de reacdes que catalisam (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo das enzimas segundo a [lUBMB

Classe da enzima Tipo de reacao catalisada
1. Oxidoredutase Reacdes de oxido-reducao
2. Transferases Transferéncias de grupos funcionais
3. Hidrolases Reacdes de hidrolise
4. Liases Remocéo de grupos para formar

ligacdes duplas (sem ser por hidrélise)

5. Isomerases Reacdes de isomerizacao

6. Ligases Reacdes de sintese acopladas a

hidrélise de uma molécula ade ATP

Muitas sdo as enzimas que podem ser utilizadas em biossensores, no
entanto, as oxiredutases tem sido as mais utilizadas. Este grupo de enzimas
catalisa reacbes de oxido-reducdo ou redox que envolvem processos de
transferéncia de elétrons na conversdo enzimética do reagente em produto
(Cabral et al, 2003; Nelson et al, 2004). Dentre as enzimas do grupo das
oxidoredutases utilizadas na construcdo de biossensores podemos destacar a

enzima polifenol oxidase (PFO).

2.1 Polifenol Oxidase (PFO)

A polifenol oxidase (PFO) também conhecida como tirosinase,
catecoloxidase, catecolase e creolase, € uma metaloenzima, contendo dois
atomos de Cu (II) como sitios ativos, cada um coordenado com trés moléculas

de histidina, conforme ilustrado na Figura 4. (Duran et al, 2002; Mayer, 2006)
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Figura 4. Modelo esquemaético do sitio ativo da polifenol oxidase
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Fonte: Sae-leaw & Benjakul (2019)

A PFO catalisa a oxidacdo de compostos fendlicos por meio de duas
reacdes, a hidroxilagdo de monofendis gerando o-difendis, e a oxidacdo de
difendéis gerando o-quinonas; onde ambas as rea¢des acontecem na presenca
de oxigénio molecular (Rosatto et al, 2001; Cestari et al, 2002; Zamorano et al,
2009; Wu et al, 2013). As quinonas por sua vez sofrem polimerizacao e formam
pigmentos escuros (marrons ou pretos) e insollveis, as melaninas (Gawlik-Dziki
et al, 2008; Rolff et al, 2011). A Figura 5 mostra o esquema das reacdes

catalisadas pela enzima PFO.
Figura 5. Mecanismo de catalise enzimética do fenol para o-quinona pela PFO
na presenca de Hz

OH

OH
. PFO H
+ 02+ 3H  —p +H-0

Fenol Catecol

OH (o]
H o}
+1/20 _bPFD +H,0
Catecol o-quinona

Fonte: Adaptada Xiaohui et al (2019)

A PFO é amplamente encontrada na natureza em animais, plantas,
fungos e bactérias, fazendo parte de um grande namero de reacdes biologicas

(Fenoll et al, 2001). Nas plantas, a PFO esta localizada nos plastideos, onde
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apos a ocorréncia de danos mecanicos, cortes ou outros tipos de injarias, as
paredes e as membranas podem ser corrompidas, comprometendo a separacao
fisica entre a enzima (localizadas nos plastideos) e os substratos fendlicos
(presentes nos vacuolos) (Lee, 2000; Marshall et al, 2000; Mayer, 2006).

O contato da PFO com os substratos fendlicos leva a uma reacéo
conhecida como escurecimento enzimatico, afetando negativamente a cor,
sabor, propriedades nutricionais e a vida util de prateleira de produtos
alimentares (Whitaker et al, 1995). Este problema é de importancia consideravel
para a industria alimenticia, visto que a medida em que a qualidade e a aparéncia
nutricional do produto € afetada, observa-se uma reducdo na aceitagao,
causando um impacto econdémico negativo significativo, tanto para os produtores
de alimentos, quanto para a industria de processamento de alimentos (Nufiez-
Delicado et al, 2005).

O escurecimento enzimatico da PFO pode ser inibido pelos agentes
sulfitantes, que, por sua capacidade redutora, agem competitivamente com o
oxigénio, por acdo direta sobre a polifenol oxidase, ou por combinacéo
irreversivel com as o-quinonas, formando produtos incolores e prevenindo a
polimerizacdo a melaninas (Gould et al, 1991, Valero et al, 1991; Taylor, 1993).

Dessa forma os biossensores a base da enzima PFO podem ser
embasados na inibicdo enzimatica, detectando tanto o decréscimo da
gquantidade de oxigénio do meio reacional, quanto a formac&o da o-quinona em

presenca do agente inibidor (Marques e Yamanaka, 2008).

3. BIOSSENSORES

Um biossensor € um dispositivo analitico que utiliza um material biologico
(enzima, antigeno, anticorpo, organismo, tecido animal ou vegetal, célula micro-
organismo, entre outros) conectado a um transdutor, o qual converte o sinal
biolégico em um sinal elétrico mensuravel (Fatibello & Capelato, 1992; Farré et
al, 2009; Hasan et al, 2014).

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define
biossensor como ‘“instrumento integrado que é capaz de fornecer uma
informacgao analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa através do uso
de um componente bioldgico (bioreceptor) que estd em contato direto com o

elemento de transducao” (Thévenot et al, 2001).
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De um modo geral, um biossensor é formado de trés partes: o
componente bioldgico, o transdutor e a unidade processadora de sinal. O
componente biolégico faz o reconhecimento da substancia de interesse por meio
de uma reacdo quimica gerando um sinal que pode resultar de uma variagdo na
concentracdo de protons, liberacdo de gases, emissdo ou absorcédo de luz,
emissao de calor, variagcdo de massa, mudanca de estado de oxidacao, etc. O
transdutor converte este sinal em uma resposta mensuravel tal como: corrente,
potencial, variagdo de temperatura, etc. (Pathak et al, 2007). A unidade
processadora de sinal, funciona como um detector que filtra, amplifica e analisa
o sinal transduzido, tranferindo-o para um monitor ou armazenando-o em algum
dispositivo (Raiteri et al, 2002). A Figura 6 representa o0 esquema de

funcionamento de um biossensor.

Figura 6. Funcionamento de um biossensor

- W «—— Amostra

' Biorreceptor

Transdutor

Unidade
processadora
de Sinal

Fonte: O autor (2019)

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento
transdutor, que pode ser eletroquimico (amperométrico, potenciométrico,
condutimétrico), optico (por medidas de luminescéncia, flourescéncia,
elipsometria, etc), e piezoelétrico (relacionado as variacbes de massa e
microviscosidade) (Skladal, 2003). Ou ainda de acordo com o componente
biolégico: enzimas, organelas, tecido vegetal ou animal, microorganismos,

antigeno ou anticorpo, acidos nucléicos, lectina, dentre outros (Li et al, 2007).
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Os biossensores eletroquimicos utilizam o eletrodo como elemento de
transducéo, e sdo 0s mais usados para andlises por possuirem resposta rapida,
serem econdmicos e terem capacidade de automacao, além de poderem avaliar
um numero elevado de amostras (Wang, 2000; Mello e Kubota, 2007).

Seu principio baseia-se no fluxo de elétrons entre uma espécie
eletroativa e a superficie do eletrodo. A corrente resultante € medida por
diferentes técnicas eletroquimicas que variam de acordo com a natureza da
transducédo (Stradiotto et al, 2003). Durante este processo, ocorrem alteracbes
guimicas nos eletrodos e a carga é conduzida através da maior parte da fase da
amostra. Ambas as reacdes no eletrodo e/ou o transporte de carga pode ser
modulada quimicamente e servir como base no processo de deteccao (Janata,
1989).

Uma das caracteristicas mais importantes de um biossensor € sua
seletividade, ou seja, sua capacidade de discriminar o analito na presenca de
diferentes espécies, fungcdo essa atribuida principalmente ao material biol6gico
imobilizado (Eggins, 1996). Além da seletividade, o custo relativamente baixo de
construcdo e estocagem, alta sensibilidade, potencial para miniaturizacéo,
facilidade de automacéo e possibilidade de construcdo de equipamentos simples
e portateis, tornam os biossensores Uteis em uma variedade de campos,
incluindo cuidados de saude, monitoramento ambiental e analise biolégica entre
outros (Rosatto, 2000; Mehrvar e Abdi, 2004; Song et al, 2006).

O biossensor mais estudado e talvez o mais utilizado é aquele em que o
componente bioldgico sdo as enzimas. Isto se deve ao fato das enzimas serem
catalisadores bioldgicos altamente especificas e seletivas que permitem detectar
analitos mesmo que em baixas concentra¢gdes (Du, et al, 2008; Skoog et al,
2009).

3.1 Biossensores Enziméticos

Nesses tipos de dispositivos, o0 componente bioldgico ligado ao transdutor
€ uma enzima. Neste caso, a amostra é colocada em contato com a enzima
imobilizada, a qual reage com o analito produzindo espécies como amoénia,
diéxido de carbono, ions hidrogénio ou peroxido de hidrogénio dentre outros. A
concentracdo dessas espécies, as quais sao proporcionais a concentracado dos

analitos, é determinada pelo transdutor (Skoog et al, 2009).
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Quando a enzima é o componente biolégico, e o transdutor €
eletroquimico, os biossensores sdo chamados de eletrodos enziméaticos (Melo et
al, 2002). No biossensor enzimatico eletroquimico, o analito na camada de
reconhecimento pode ser oxidado ou reduzido, gerando uma corrente que €
proporcional a sua concentracdo. O consumo de reagente ou 0 aparecimento de
algum produto da reacdo entre o material biolégico e o substrato de interesse
(analito) é entdo monitorado pelo biossensor eletroquimico (Nikolelis et al, 2014).

O fato das reacdes enzimaticas serem altamente especificas, possuindo
um grande potencial catalitico, superior a qualquer catalisador sintético,
possibilita que biossensores baseados nestes biocatalisadores sejam utilizados
mesmo na presenca de outras substancias na amostra (Fernandes, 2012).

Vérios estudos apresentam o desenvolvimento de biossensores a partir
do uso de vegetais como fonte enzimética (Vieira et al, 2003; Gil et al, 2009; Silva
et al, 2018). A funcdo do extrato enzimatico € de gerar ou consumir espécies
eletroativas em uma relacdo estequiométrica com seu substrato ou analito alvo.
Muitos extratos de frutos, legumes e verduras foram empregados com sucesso
como fonte de peroxidase ou polifenol oxidase (Oliveira e Vieira, 2006; Fatibello-
Filho et al, 2007; Silva et al, 2011; Garcia et al, 2016; Muenchen et al, 2018).

A substituicdo de enzimas purificadas por extratos brutos e/ou tecidos
vegetais no desenvolvimento de biossensores também foram relatados na
literatura (Oliveira et al, 2012; Ribeiro et al, 2013; Sadeghi et al, 2014). O uso de
extratos brutos pode apresentar, em alguns casos, certa desvantagem na
seletividade do método analitico, mas por outro lado € extremamente econémico,
simples e geralmente possui um tempo de vida superior aqueles métodos que
utilizam enzimas purificadas, visto que essas enzimas naturalmente imobilizadas
nas células desses materiais biolégicos (seu “habitat” natural) sdo mais estaveis
(Vieira et al, 2003).

Dentre os biossensores enzimaticos utilizados, podemos destacar 0s
biossensores de inibicdo. A deteccdo de compostos com biossensores baseados
na inibicdo enzimatica é recente e vem tendo um crescente avanco na deteccéo
de uma grande quantidade de compostos téxicos (Wang et al, 2014; Amine et al,
2015).

3.2 Biossensores Baseados na Inibicdo Enzimética
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A capacidade de alguns analitos de inibir a velocidade das reacdes
catalisadas por enzimas tém sido empregadas no desenvolvimento de
biossensores (Amine et al, 2015). Os procedimentos baseados na inibicdo de
uma enzima sao de grande interesse, uma vez que geralmente podem oferecer
alta sensibilidade e, em alguns casos, seletividade (Ciucu et al, 2002).

O principio deste tipo de biossensores baseia-se na quantificacdo do
inibidor, medindo a atividade enzimética na auséncia e na presenca do
inibidor. O estudo da inibicdo € muitas vezes um ponto chave no campo clinico,
porque alguns medicamentos sdo baseados na inibicdo das principais enzimas
das vias bioldgicas, enquanto outros inibidores sado considerados compostos
toxicos; assim, 0s biossensores baseados na inibicAo enzimética sao
ferramentas confiaveis para a deteccdo de muitos compostos toxicos (Amine et
al, 2016).

O inibidor enzimatico pode ser definido como qualquer substancia capaz
de interferir, de maneira especifica, na taxa de uma reacdo de catalise
enzimatica, retardando ou reduzindo o processo ou a especificidade biolégica da
reacao (Marques e Yamanaka, 2008).

Na auséncia do inibidor a enzima catalisa a reacdo de um substrato
gerando um produto, e a reacdo do produto na superficie do eletrodo produz um
sinal de corrente que é proporcional a concentracédo do substrato. A adicdo do
inibidor ao sistema ocasiona uma diminui¢do da atividade catalitica da enzima e,
consequentemente, uma diminuicdo no sinal de corrente detectado (sinal
analitico), o qual é inversamente proporcional & concentracao do inibidor (Dixon
e Webb, 1979; Pundin e Chauhan, 2012).

Os processos de inibicdo enzimatica estdo divididos em dois tipos,
inibic@o reversivel e inibicdo irreversivel, sendo que essa classificacdo basea-se
na natureza quimica da ligagdo do inibidor & enzima (Dixon e Webb, 1979;
Palmer, 1991; Arduini e Amine, 2013).

3.2.1 Inibi¢éo Irreversivel

Na inibic&o irreversivel o inibidor se liga ao sitio ativo da enzima por meio
de ligagbes covalentes, resultando na perda permanente da atividade enzimatica
conforme visualizado na Figura 7 (Kitz e Wilson, 1962; Nelson et al, 2004; Amine
et al, 2006).
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Figura 7. Mecanismo de inibig&o irreversivel entre o inibidor e o sitio ativo da

enzima

Substrato (S)

Complexo Enzima-Inibidor
(Sitio ativo bloqueado)

Fonte: O autor (2019)

3.2.2 Inibicdo Reversivel

A inibicdo reversivel leva a formacdo de um complexo em um sistema em
equilibrio, no qual a enzima apresenta um grau definido de inibicdo, que é
dependente das concentracdes dos reagentes no meio (enzima, inibidor e
substrato), permanecendo constante a partir de um tempo determinado. O
processo de inibicdo reversivel pode ser dividido em trés tipos basicos,
competitivo, ndo competitivo e incompetitivo (Marques e Yamanaka, 2008).

A inibicdo reversivel competitiva € aquela que o inibidor concorre com o
substrato pelo sitio ativo da enzima, conforme Figura 8 (Nelson et al, 2004;
Dzyadevych et al, 2004b). Altas concentracfes de substrato podem deslocar o
inibidor do centro ativo e, em consequéncia, a velocidade maxima da reagao

catalisada pela enzima nao é afetada por esta inibicdo (Amine et al, 2014).

Figura 8. Mecanismo de inibi¢&o reversivel competitiva entre o inibidor e o sitio

ativo da enzima
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Inibidor
Substrato competitivo

v

Fonte: Adaptada de Harvey (2012)

A inibicdo ndo competitiva ocorre quando o inibidor se liga em um sitio
ativo diferente daquele que se liga o substrato, podendo se ligar tanto na enzima
livre como no complexo enzima-substrato, Figura 9 (Nelson et al, 2004). A
formacdo do complexo inibidor-substrato diminui a formac&o dos produtos e a

velocidade de reacao (El-Metwally e EI-Senosi, 2010).

Figura 9. Mecanismo de inibicdo reversivel ndo competitiva entre o inibidor e o

sitio ativo da enzima

Substrato Substrato

Inibidor nao
competitivo

v

Fonte: Adaptada de Harvey (2012)

J& a inibicdo reversivel incompetitiva, o inibidor também se liga em sitio
ativo diferente daquele que o substrato vai se ligar contudo, o inibidor se ligara
apenas no complexo enzima-substrato, Figura 10 (Nelson et al, 2004; Arduini et
al, 2009).

Figura 10. Mecanismo de inibicdo reversivel incompetitiva entre o inibidor e o

sitio ativo da enzima
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Fonte: Adaptada de Harvey (2012)

A eficiéncia dos biossensores enzimaticos de inibicdo depende em parte
do modo de imobilizacdo enzimatica. A imobilizacdo enzimatica é realizada, no
intuito de manter ou melhorar a estabilidade enzimética (Brito-Madurro et al,
2007).

3.3 Imobilizacdo Enzimatica

Uma das etapas fundamentais na construgcdo de um biossensor é a
deposicdo das enzimas sobre o transdutor ou matrizes suportes por métodos
fisicos e quimicos, este processo é conhecido como imobilizacao (Oliveira et al,
2013). Os métodos de imobilizacdo sdo baseados em diferentes mecanismos de
interacdo entre o elemento biolégico e a superficie do transdutor, onde a enzima
imobilizada deve manter sua atividade biol6gica (Sotomayor et al 2002).

A imobilizacdo enzimética tem por objetivo conseguir um contato intimo
entre a enzima e o eletrodo, mantendo sua atividade, além de livre difuséo de
substratos e produtos para dentro e para fora da camada biocatalitica (Tischer e
Kasche, 1999). O processo de imobilizacdo melhora a estabilidade enzimatica e
favorece o0s processos de reutilizagdo da enzima, o que pode reduzir
significativamente o0s custos, e assim tornar a aplicacdo industrial
economicamente viavel (Fernandez-Lafuente, 2009). Além disso, a imobilizacéo
também pode melhorar a seletividade de algumas enzimas devido a alteracao
da geometria do centro ativo e estabilizacdo da conformacao enzimatica (Mateo
et al, 2007; Cowan e Fernandez-Lafuente, 2011).

N&o existe um método ou suporte de imobilizag&do Unico aplicavel a todas
as enzimas. Este fato se deve as diferentes caracteristicas fisico-quimicas de

cada enzima, as diferentes propriedades dos substratos e produtos, e as
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diversificadas aplicacdes dos produtos obtidos (Krajewska, 2004). O processo
ideal de imobilizacdo enzimatica deve ser rapido e barato. Com relagdo a matriz
utilizada para imobilizacdo enzimética, o uso de matrizes biocompativeis e
inertes € um dos requisitos mais importantes; por exemplo, ndo deve interferir
com a estrutura nativa da enzima e assim comprometer sua atividade biologica
(Sassolas et al, 2012).

As enzimas podem ser imobilizadas por meio de varias técnicas, porém
as mais comuns sdo: adsorcado fisica, ligacdo covalente, ligacdo covalente
cruzada e aprisionamento, conforme ilustrado na Figura 11 (Scouten et al, 1995;
Sassolas et al, 2012; Datta et al, 2013).

Figura 11. Técnicas de imobilizacdo enzimatica: a) Adsorcéao Fisica, b) Ligacao

Covalente, c) Ligacdo Covalente Cruzada, d) Aprisonamento
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Fonte: Chaveiro (2013)
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3.3.1 Adsorcéo Fisica

A adsorcao fisica € o método mais simples, mais rapido e o mais
empregado para imobilizacdo de enzimas. Nesse método, as enzimas séo
imobilizadas por interacdes fracas (ligacbes de Van der Waals, ligacbes de
hidrogénio, ligacdes ibnicas) com o suporte (Alfaya et al, 2002).

As principais vantagens deste processo de imobilizagao sdo a facilidade
e a simplicidade do processo e, além disso, a estrutura conformacional da

enzima €& pouco alterada, causando uma minima inativacdo da enzima,

mantendo sua atividade proxima do natural. A grande desvantagem € a
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dessorcdo da enzima devido as variacbes de temperatura, pH e forca iGnica
(Hanefeld et al, 2009; Villeneuve et al, 2009).

3.3.2 Ligacao Covalente

O método de ligacao covalente é realizado entre os grupos funcionais da
enzima com os grupos funcionais da superficie do eletrodo (Alfaya et al, 2002).
A principal vantagem dessa técnica € a ligacao forte entre a enzima e o substrato,
e a facil interacdo entre enzima e analito (Sharma et al, 2003). Quanto as
desvantagens a este método, pode ocorrer perda de atividade catalitica da
enzima devido a sua forte interacdo com o substrato, além de possiveis
degradacBes devido a utilizacdo de determinados reagentes no processo
(Gerard et al, 2002).

3.3.3 Ligacao Covalente Cruzada

O método de ligacdo covalente cruzada consiste na formacdo de
particulas macroscépicas (ou rede poliméricas) em decorréncia da formacao de
ligacdes covalentes cruzadas entre as moléculas de enzima com reagentes
funcionais (Fatibello-Filho et al, 1992).

A interacdo intermolecular da enzima com a superficie do transdutor €
feita por intermédio de compostos quimicos bifuncionais ou multifuncionais
chamados agentes de reticulacao, tais como: o glutaraldeido, hexametileno di-
isocianato, 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno, bisdiazobenzidina que tém a
capacidade de ligar essas biomoléculas nas superficies sélidas dos suportes
(Sharma et al,2003).

A vantagem do uso desse método de imobilizacdo € que ele cria uma
interagcdo enzima-enzima mais solida evitando lixiviagdo da mesma, entretanto,
por essa mesma razao barreiras de difusdo podem ser criadas, aumentando o
tempo de resposta do eletrodo (Mulchandani et al, 1998; Andreescu, et al, 2002;
Mikkelsen et al, 2004; Nunes et al, 2004).

3.3.4 Aprisionamento
A imobilizag&o por aprisionamento difere das demais pelo fato da enzima
estar em solucdo, mas seu movimento € restrito pela estrutura em forma de rede

de um gel ou polimero. Na maioria das vezes, o0 método é baseado na
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imobilizacdo da enzima durante a sintese do polimero por meio da oxidac&o
eletroquimica do monémero em uma solugdo contendo a enzima (Bickerstaff,
1997). A medida que a polimerizacéo prossegue, a matriz polimérica se forma
em torno da enzima, confinando-a em sua estrutura (Kato et al, 2002).

A vantagem da utilizacdo desse método € que o confinamento protege a
enzima do contato direto com o meio reacional, minimizando, assim, os efeitos
de inativagao, por exemplo, por solventes organicos (Marconi, 1989). Além disso,
esse é o método de imobilizacdo mais facil de proceder e pode ser empregado
para imobilizar um ou mais tipos de proteina com qualquer grau de purificacao,
além de ndo promover alteracdes estruturais nestas biomoléculas (Mateo et al,
2007).

Uma das desvantagens deste método de imobilizacdo é que séo
necessarias altas concentracdes de enzima e um monémero em solucéo, sendo
que este procedimento de imobilizagcdo diminui a acessibilidade do analito a
molécula de enzima (Guimard et al, 2007).

Para a construcdo de biossensores enzimaticos, existe uma grande
variedade de enzimas (acetilcolinesterase, lacase, polifenol oxidase, peroxidase,
uricase, glucose oxidase, lactato oxidase, entre outras), sendo estas
selecionadas de acordo com as caracteristicas da molécula-alvo a ser detectada
(Prakash et al, 2013; Duréan et al, 2002). No caso do presente trabalho, utilizou-
se a enzima polifenol oxidase para a constru¢do de um biossensor para a

deteccao do sulfito em alimentos.

4. ADITIVOS ALIMENTARES

Segundo a Portaria n® 540/97 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, os
aditivos alimentares podem ser definidos como: “qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem propésito de nutrir, mas com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais, durante
a fabricacdo, processamento, preparagdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento”
(Brasil, 1997).

De acordo com o Codex Alimentarius, a primeira colecao internacional
de padrbes e diretrizes alimentares, "aditivo alimentar”, significa "qualquer

s

substancia que normalmente ndo é consumida como alimento por si so, e
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normalmente ndo € usada como ingrediente tipico da comida. O termo nao inclui
"contaminantes" ou substéncias adicionadas aos alimentos para manter ou
melhorar as qualidades nutricionais " (Feketea & Tsabouri, 2017).

Os aditivos alimentares podem ser divididos em 6 grupos onde podemos
destacar os: conservantes, aditivos nutricionais, agentes corantes, agentes
aromatizantes, agentes texturizantes e agentes diversos (Saltmarsh et al, 2013).

Embora seja notdria a importancia dos aditivos sob o ponto de vista
tecnoldgico na producdo de alimentos, é necessario estar atento aos possiveis
riscos toxicoldgicos que podem ser acarretados pela ingestao frequente dessas
substéancias (Polbnio, 2009). Estudos apontam reacdes adversas aos aditivos,
guer seja aguda ou croénica (Pollock, 1981; Willett, 2003; Di Lorenzo et al, 2002;
Moutinho et al, 2007).

Justamente por estas razdes, o Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives (JECFA) tem se reunido anualmente desde 1956 para avaliar a
seguranca dos aditivos alimentares, atualizar e estabelecer as normas de
seguranca dos aditivos (Wu et al, 2013). No Brasil, cabe ao MS, em patrticular a
Comissédo Permanente de Aditivos para Alimentos, estabelecer a legislacao
nacional para esse assunto, tomando como base o resultado de pesquisas
internacionais e as recomendacdes do Codex Committee on Food Additives and
Contaminants do JECFA, a Comissao que define e fiscaliza o emprego de
aditivos pela industria internacional (Faveiro et al, 2011).

4.1 Sulfitos

Os “sulfitos” ou “agentes sulfitantes” sdo aditivos alimentares que além
do dioxido de enxofre (SOz), podem ser encontrados na forma de sais de célcio,
potassio ou sédio, tendo como principais representantes o sulfito de sodio
(Naz2S03), sulfito de potassio (K2SO3),sulfito de célcio (CaSO3) bissulfito sédico
(NaHSOg3), bissulfito de potassio (KHSOs), metabissulfito sédico (Na2S20s),
bissulfito de célcio (Ca(HSOs3)2), metabissulfito de potassio (K2S20s) e
metabissulfito de sédio (Na2S20s5) (Scampicchio et al, 2008; Kencebay et al,
2013).

Esses compostos sdo amplamente utilizados na industria alimenticia
como conservantes antioxidantes, antimicrobianos e branqueadores, sendo

usados para clarear e estabilizar os produtos alimenticios, prevenir o
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crescimento bacteriano, retardar a oxidacao dos alimentos que as vezes podem
afetar o cheiro e o sabor dos alimentos (Sapers, 1993; Filik et al, 2012). O uso
dos sulfitos na industria alimenticia é realizado com o intuito de deixar os
alimentos mais atrativos aos consumidores, com a finalidade de preservar a
textura, o odor e a cor dos mesmos (Cardoso et al, 2007; Rahman & Perera,
1999).

Os sulfitos como agente antioxidantes impedem a oxidagdo de oleos
essenciais e carotenoides, que gerariam distorcdo de sabores nos alimentos
(Baloch et al, 1977; Roberts & McWeeny, 1972). Uma funcdo importante dos
sulfitos na cerveja e no vinho € a inibicdo de alteracdes oxidativas que séo
consideradas indesejaveis ao sabor do produto (Roberts & McWeeny, 1972;
Schroeter, 1966).

A atividade antimicrobiana dos sulfitos é dependente de sua forma
quimica, sendo mais pronunciada em valores de pH inferior a 3, devido & maior
liberacdo de diéxido de enxofre molecular (Taylor et al, 1986). O di6xido de
enxofre molecular existe como um gas ou molécula simples, com odor e sabor
sulfuroso, sendo a Unica forma que pode atravessar as paredes celulares de
leveduras e bactérias (Usseglio-Tomasset,1992). O alto poder redutor dos
agentes sulfitantes, principalmente em microrganismos aerobios, causa uma
diminuicdo no nivel de oxigénio, sendo inviavel o crescimento destes
microrganismos (Luck & Jager, 1995).

Utilizados como agentes branqueadores, os agentes sulfitantes sao
responsaveis pela inibicdo de reacdes de escurecimento enzimatico e nédo
enzimatico durante processamento e estocagem (Ribera et al, 2001; Mattison et
al, 2014). No caso do escurecimento enzimatico decorrente da enzima polifenol
oxidase, os agentes sulfitantes previnem o escurecimento através da reducdo
das o-quinonas para o-difendis, que sdo compostos menos escuros; ou pela
complexacdo com produtos da reacdo enzimatica formando compostos de
coloracdo mais clara e estavel (Queiroz et al, 2006).

Os sulfitos podem ser encontrados em bebidas ndo alcodlicas (por
exemplo, cha concentrado e sucos de frutas), bebidas alcodlicas (como vinho e
cerveja), vinagre de vinho, frutas secas, peixes, camardes e alimentos
processados, onde o ranco das gorduras precisa ser prevenido (Machado et al,
2006; Suh et al, 2007; lammarino et al, 2012, Robbins et al, 2015).
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Os dados nacionais sobre os sulfitos em alimentos, bem como seu
consumo pela populacdo, sdo escassos (Machado et al, 2006), no entanto a
legislagédo brasileira vigente determinou uma lista dos alimentos em que 0s

agentes sulfitantes podem ser adicionados, conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2. Alimentos em que os agentes sulfitantes podem ser adicionados com
a funcéo de conservadores e seus respectivos limites maximos, de acordo com
a legislacao brasileira vigente.

Limite maximo (g/100g- g/100mL)
expresso em SOz residual

Alimentos
Acucar refinado 0,002
Batata descascada cozida (somente 0,01
metabissulfito de sodio)
Batatas fritas congeladas 0,01
Bebidas alcoolicas fermentadas 0,01
Bebidas alcodlicas mistas 0,01
Bebidas néo alcodlicas a base de soja 0,004

Bebidas nao alcodlicas gaseificadas e
ndo gaseificadas subcategorias:

0,004
prontas para 0 consumo e preparao
de liquidos
Camardes e lagostas (exclusivamente 0,003

na matéria prima apos a captura) (no produto cozido)

Camardes e lagostas (exclusivamente 0,01

na matéria prima apos a captura) (no produto cru)

Cervejas (somente ditionito) 0,006
Coco ralado 0,02
Cogumelos 0,005
Cooler 0,035
Filtrado doce 0,035
Frutas dessecadas 0,01

Frutose 0,002
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Geléias artificiais 0,02
Jeropiga 0,01
Legumes e verduras desidratadas 0,02
Leite de coco esterilizado 0,01
Leite de coco pasteurizado 0,03
Licores de frutas 0,01
Mistela composta 0,025
Néctares de frutas 0,02
Passas de frutas 0,15
Picles 0,01
Polpas de vegetais incluindo

cogumelos, fungos, legumes,

hortalicas, raizes, tubérculos, 0,03
castanhas e algas marinhas)

Raiz forte (polpa de rabano ou 0,05 no p.s.c*
wasabi) somente metabissulfito de

s6dio)

Sangria 0,035
Saqué 0,035
Sidras 0,035
Suco de caju 0,0333 no p.s.c
Suco de caju alto teor de polpa 0,30
(diluicéo 1:9)

Suco de frutas 0,02
Vinagres 0,02
Vinhos 0,035
Vinhos compostos 0,025
Vinhos de frutas 0,035
Xarope de glicose 0,004

*p.s.c- produto a ser consumido
Fonte: ABIA, 2001; Machado et al, 2006
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Os primeiros relatos do uso dos sulfitos se reportam aos gregos antigos
que utilizavam estes materiais para fumigar casas e aos antigos romanos que
faziam o uso destes materiais para esterilizar vasos de vinho (Dipersio et al,
2004; Bush et al, 1986). Na literatura 0 uso de SO2 como conservante de
alimentos remonta a 1664, quando foi sugerido que os barris de sidra deveriam
conter SOz para prevenir a deterioracdo (Krokida et al, 2000; Kelly et al, 2002).

Além do uso na industria alimenticia, os sulfitos sdo largamente
utilizados na industria farmacéutica como antioxidante, no sentido de manter a
estabilidade dos medicamentos (Knodel, 1997). Dentre o0s produtos
farmacéuticos que utilizam os agentes sulfitantes podemos destacar os
broncodilatadores, como sulfato de metaproterenol, isoetarina, isoproterenol,
micronefrin e vaponefrin; adrenalina injetavel; anestésicos locais, como novocain
e xilocaina; corticosteréides injetaveis, incluindo celestone, decadron e
hidrocortisona; antibioticos injetaveis, incluindo amicacina, gentamicina e
tobramicina; antiarritmicos injetaveis, incluindo pronestil; lidocaina injetavel;
analgésicos, como demerol; agentes anti-choque, incluindo aramine, intropin e
levophed; colirios oftalmologicos, incluindo dexametasona, pred mild, pred fort,
prednisolona e sulfacetamida; e solu¢des para nutricdo parenteral total e dialise
(Simon, 1984; Huang et al, 1984; Schwartz et al,1985).

Embora a aparente seguranca dos aditivos de sulfito tenham conduzido
ao seu uso generalizado, os relatorios que associam exposicao a sulfitos com
reacdes adversas comecaram a surgir durante a década de 1970. Em 1973
Kochen descreveu pela primeira vez uma possivel correlagdo entre sulfitos e
asma em uma crian¢a que apresentava crises de asma apos a ingestao de frutas
secas, que segundo ele eram desencadeadas pela liberacdo do SO2 na abertura
da embalagem que estava hermeticamente fechada (Kochen, 1973).

Em 1976, Prenner e Stevens descreveram o primeiro caso de anafilaxia
devido a ingestao de bissulfito sédico (Prenner & Stevens, 1976). E em 1985,
Yang e Purchase relataram que nos Estados Unidos houve mais de 250 casos
de reacOes adversas relacionadas ao sulfito, incluindo seis mortes, enquanto no
Canada, foram confirmados 10 casos de reacfes adversas relacionadas ao
sulfito e uma morte (Yang & Purchase, 1985).

Desde entdo, inumeras reacbes tém sido relatadas na literatura

relacionadas aos sulfitos, tais como sintomas dermatolégicos, pulmonares,
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gastrointestinais e cardiovasculares. Os asmaticos que sdo dependentes de
esterdides ou tém um grande grau de hiper-reatividade das vias aéreas, podem
estar em maior risco de ter uma reacao a um alimento contendo sulfito (Lester,
1995). Disturbios variaveis de broncoespasmo, angiodema, urticaria, dermatite,
rubor, hipotensdo, nauseas, célicas abdominais e diarréia sdo comumente
relatados na literatura associados a estes aditivos (Knodel, 1997; Vally &
Thompson, 2001).

Edwards e colaboradores (1999) relataram distarbios neuroldgicos
associados aos agentes sulfitantes, em pessoas com atividade reduzida da
enzima sulfito oxidase. O sulfito € convertido em sulfato por meio da enzima
sulfito oxidase, evitando no organismo reacdes toxicas, uma vez que o sulfato é
in6cuo e rapidamente excretado. Pessoas que apresentam atividade reduzida
da enzima sulfito oxidase podem apresentar graves disturbios neuroldgicos
causados por reacdes toxicas por meio do acumulo de sulfito no organismo
(Favero et al, 2011).

Meng e Zhang (1992) afirmaram que os derivados de SO: (bisulfito e
metabisulfito) podem induzir aberracdes cromossémicas, trocas de cromatides
irma e micronucleos em linfécitos de sangue humano cultivados in vitro. Tais
resultados sugerem que SO:2 e seus derivados sdo agentes clastogénicos e
genotoxicos.

O emprego dos agentes sulfitantes como conservante também provocam
uma reducao da biodisponibilidade de algumas vitaminas como a tiamina (B1),
acido félico (B9), piridoxina, nicotinamida, reduzindo a qualidade nutricional dos
alimentos tratados (Pizzoferrato et al, 1998; Machado et al, 2006; Scampicchio
et al, 2008).

Os sintomas de intolerancia ao sulfito podem ocorrer dentro de 5 minutos
apos a exposicao parenteral e dentro de 15-30 minutos apds a exposicao
oral. Os individuos sensiveis variam em seu grau de intolerancia em relacao aos
sulfitos, cada um com um limiar especifico de exposicdo necessario para
provocar uma reagao (Knodel, 1997).

Embora os mecanismos das respostas de sensibilidade aos sulfitos nao
tenham sido completamente elucidados, acredita-se que estas acontecem de
duas formas: a inalagéo de dioxido de enxofre (SO2), e a ingestdo de alimentos

ou bebidas contendo sulfito, que provocam a deficiéncia na producédo de sulfito
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oxidase que converte os sulfitos a sulfatos (Lester, 1995). A incidéncia exata da
sensibilidade ao sulfito ndo é conhecida, mas estima-se que 1-4% das pessoas
com asma podem ser sensiveis aos agentes sulfitantes (Vally et al, 2009). Ha
algumas indicacfes de que a sensibilidade respiratéria aos sulfitos pode ser mais
comum entre as mulheres (Vally & Misso, 2012).

Baseando-se nestes fatos, os érgaos técnicos regulamentadores como a
Food and Drug Administration (FDA) e a ANVISA, visando minimizar os riscos a
saude humana, estabeleceram normas relacionadas ao uso destes aditivos
(Papazian, 1996; Dinckaya et al., 2007):

— A Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) para o uso de sulfitos em alimentos € de
(IDA = 0,7 mg/kg peso corpéreo/dia, expressa como SO32)
— Proibicao do uso de sulfitos para a manutencéo da cor e consisténcia de frutas
e vegetais crus, e em alimentos reconhecidos como fonte de vitamina B1, pois
os sulfitos inativam a tiamina;
— Inclusdo dos agentes sulfitantes nos rétulos dos produtos quando as
concentracfes forem iguais ou superiores a 10 mg/Kg em alimento ou 10mg/L
em bebidas
— Proibicdo do uso de sulfitos em carnes, visto que sdo capazes de restaurar e
manter a cor vermelha, dando o falso aspecto de “carne fresca”.

Atualmente existem varias técnicas para analise quantitativa de sulfito,
tais como: iodometria (Isaac et al, 2006), injecao de fluxo (Fatibello-Filho e
Vieira, 1997), HPLC (Theinsen et al, 2010), eletroforese capilar (Jankovskiene,
2001; Carvalho et al, 2005). No entanto, algumas destas técnicas apresentam
analises geralmente demoradas, enquanto outras, necessitam de pré-
tratamento de amostras ou apresentam custo elevado.

Nessa perspectiva, acredita-se que 0s biossensores enzimaticos sdo uma
alternativa viavel para a deteccao e quantificacdo rapida dos sulfitos, por serem
dispositivos simples, que apresentam alta sensibilidade, seletividade e
estabilidade, baixo custo e facilidade de construcéo, resposta rapida e potencial
para miniaturizacdo (Blum e Coulet, 1991; Fatibello-Filho e Capelato, 1992;
Fatibello-Filho et al, 2007).
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RESUMO

A imobilizacdo de enzimas na construcao de biossensores torna-se atraente pela
capacidade enzimatica de catalisar com grande eficiéncia, reacdes biologicas
com alta sensibilidade e seletividade. A utilizacdo de materiais nanoestruturados,
tais como nanoparticulas poliméricas, surge como alternativa para aumentar a
eficiéncia da imobilizagao de enzimas. Dessa forma, surge o interesse na sintese
de nanoparticulas do mesocarpo do babacu (Orbignya phalerata Mart), por se
tratar de um biopolimero natural, atéxico, facilmente encontrado na regido
nordeste do Pais. Diante do relatado, o presente trabalho propde um estudo
prospectivo a respeito do desenvolvimento de um biossensor contendo a enzima
polifenol oxidase imobilizada sobre a superficie de nanoparticulas poliméricas
geradas a partir do mesocarpo de babacu para deteccao de sulfitos em produtos
alimenticios, visto que tais compostos sao causadores de reacdes alérgicas em
individuos que apresentam sensibilidade a este conservante. Para o
mapeamento cientifico e tecnoldgico, foram realizadas buscas nas bases de
periodicos Web of Science, Scopus e Scielo, e nos bancos de patentes INPI,
Espacenet e USPTO, para todas patentes depositadas, e artigos publicados no
periodo de 2005 a agosto 2016. A partir dos artigos e patentes analisados,
constatou-se que os estudos relacionados ao mesocarpo de babacu sédo
escassos, sendo que o desenvolvimento de um biossensor para deteccao de
sulfito a base de nanoparticulas poliméricas deste biopolimero como plataforma
para a imobilizacdo da enzima polifenol oxidase pode ser bastante inovador,

visto que ndo foram encontrados relatos na literatura com abordagem parecida.
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1. INTRODUCAO

As alergias alimentares, que afetam até 10% da populacéo geral (Chafen
et al, 2010), tem aumentado com o processo industrial, visto que industria de
alimentos com o intuito de elevar o tempo de vida util desses produtos, tem
aumentado o emprego de alguns aditivos alimentares, como é o caso dos sulfitos
(Poldnio et al, 2009), gerando uma preocupa¢do com a saude alimentar e um
problema de saude publica.

Os dados de alergia a aditivos alimentares no Brasil sGo escassos e
carecem de metodologia rigorosa. No entanto, apesar de ndo ser conhecida a
prevaléncia de reacdes alérgicas a aditivos alimentares no Brasil, estima-se que
sua prevaléncia em paises desenvolvidos, comprovada por testes de
provocacao, varie de 0,01 a 0,23% (Pereira et al, 2008).

Em geral, as reacdes alérgicas alimentares sdo originadas por uma
hipersensibilidade imunoldgica, geralmente contra certos ingredientes dispostos
nos produtos alimenticios. Sdo responsaveis por sintomas que frequentemente
envolvem o trato gastrintestinal (diarreia, vémito), o sistema respiratério (asma,
rinite), e a pele (dermatite atdpica, urticaria) (Berin et al,2011; Leung et al, 2008).

A alergia alimentar geralmente € controlada com o tratamento dos
sintomas ou evitando o alérgeno (Chruszcz, 2011). No entanto, a contaminacéo
com ingredientes alérgenos "escondidos”, ou seja, nao identificados nos rétulos,
pode causar danos a salde humana. Diante disso, existe uma preocupacao
crescente com a necessidade de proteger os consumidores alérgicos de reacdes
alérgicas graves e potencialmente fatais, através da detec¢éo de contaminacao
e rastreamento dos ingredientes alérgenos, contribuindo para uma rotulagem de
alimentos precisa (Ng et al, 2016). Nesta perspectiva, sdo necessarios métodos
confiaveis, precisos e altamente sensiveis e seletivos para avaliar, com
seguranca, se um determinado alérgeno estd (ou ndo) presente em um
determinado produto alimenticio.

Os sulfitos, que incluem o dioxido de enxofre (SO2) e seus sais de sédio,

potassio e célcio (Na, K e Ca), sdo amplamente utilizados como conservantes
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em alimentos, cosméticos e medicamentos (Scampicchio et al,2008). Devido seu
efeito inibitério sobre bactérias, bolores e leveduras e na inibicdo de reacdes de
escurecimento enzimatico e ndo enzimético sdo bastante utilizados como
conservantes durante processamento e estocagem de alimentos (Pizzoferato et
al, 1998).

Apesar de sua eficacia na conservacdo de alimentos, inimeras reacoes
adversas tém sido relatadas a salude de algumas pessoas sensiveis aos sulfitos.
Na espécie humana os sulfitos podem provocar anafilaxia, urticéaria,
angioedema, hipotensdo, nausea, irritacdo gastrica local, dores de cabeca,
distarbio do comportamento, erup¢des cutaneas, diarreia e crise asméatica em
individuos asmaticos sensiveis a sulfitos (Luck et al, 1995; Machado et al, 2006;
Dinckaya et al, 2007), dessa forma torna-se necessario a detec¢do e o controle
dos agentes sulfitantes adicionados aos alimentos.

Diante do que foi exposto, percebe-se que existe uma real necessidade
de métodos eficientes, capazes de detectar quantidades muito baixas de sulfitos
em produtos alimenticios, com o intuito de melhorar a seguranca alimentar,
respondendo as necessidades dos consumidores alérgicos, contribuindo para
uma rotulagem mais precisa de produtos alimenticios pela industria de
alimentos.

Nessa perspectiva, acredita-se que 0s biossensores podem ser uma
alternativa para a deteccdo e quantificacdo rapida dos sulfitos em produtos
alimentares. Segundo a IUPAC, um biossensor é um dispositivo capaz de
fornecer informacgdes analiticas “especificas” quantitativas ou semi-quantitativas
por meio de um elemento de reconhecimento biolégico (receptor bioquimico),
gue pode estar em contato espacial direto com o elemento de transducédo
(Rosatto et al, 2001). Os biossensores podem ser classificados de acordo com
o transdutor, que pode ser eletroquimico, Optico e detector de massa. Ou ainda
de acordo com o componente biolégico: enzimas, organelas, tecido vegetal ou
animal, micro-organismos, antigeno e anticorpo e acidos nucleicos dentre outros
(Li et al, 2007).

Dentre as caracteristicas mais importantes dos biossensores podemos
citar sua simplicidade, tempo de analise curto, baixo custo, elevada sensibilidade
e estabilidade (Chen et al, 2012; Rawal et al, 2013; Molinero-Abad et al, 2014).

A modificacdo de superficies ou mesmo a imobilizagdo do transdutor nos
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biossensores pode ocorrer por diferentes processos, dentre os quais destaca-se
a formacéo de filmes pelo método de automontagem (Paterno,2001), gerando
os chamados eletrodos quimicamente modificados (EQMS).

O uso de enzimas na construcdo dos EQMs, sao realizados através de
meétodos de imobilizacdo, no sentido de melhorar a estabilidade da mesma, e,
desta forma, reduzir a quantidade de material requerido em muitos processos
(Guisan, 2006; Hanefeld et al, 2009). Além disso, os métodos de imobilizacao
prolongam o tempo de vida das enzimas, e aumentam o potencial para
reutilizacdo das moléculas proteicas, visto que na sua forma livre, as enzimas
possuem um curto tempo de vida, o que limita a sua utilizacéo biotecnolédgica. O
interesse no uso de enzimas na construcdo de biossensores, refere-se ao
aumento de sua sensibilidade e estabilidade do dispositivo (Lopez-Gallego et al,
2005; Kim et al, 2006).

A enzima conhecida como “polifenol oxidase” (PFO), relacionada a
oxidacdo de compostos fendlicos (Mayer, 2006; Wu et al, 2013), participa do
grupo das oxirredutases e contém dois Cu?* como sitios ativos, cada um
coordenado com trés moléculas de histidina, sendo duas ligacdes equatoriais
fortes e uma axial fraca (Mayer, 2006). As PFQO’s sdo encontradas, de forma
geral, em tecidos vegetais, principalmente em frutas e hortalicas, em
microrganismos (principalmente em fungos) e em alguns animais (Taiz et al,
2009). Em quimica analitica, por exemplo, a polifenol oxidase pode ser usada na
construcdo de biossensores e/ou outros procedimentos enzimaticos para a
deteccdo de compostos dos mais variados tipos tais como polifendis e
paracetamol (Perone et al, 2009).

O uso de materiais nanoestruturados pode melhorar a eficiéncia no
processo de imobilizacdo de enzimas, visto que particulas pequenas fornecem
uma éarea superficial maior, levando a uma maior concentracdo de enzima
imobilizada por unidade de massa de particulas (Kim et al, 2006). Portanto,
nanoparticulas poliméricas sdo uma alternativa ideal dentro da classe de
materiais nanoestruturados para a imobilizacdo de enzimas, podendo oferecer
também uma limitacdo difusional minima e uma eficiéncia no transporte de
elétrons, no caso da aplicacdo em biossensores (Wang, 2005)

A palmeira Orbignya phalerata Mart popularmente conhecida como

z

babacu, € uma planta da familia das Palmaceas e do género Orbignya
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(Cantanhede et al, 2005; Teixeira, 2008), cuja area de ocorréncia predomina em
zonas de vérzeas e, eventualmente, em pequenas colinas e elevagbes (MIC,
1982). Os “babacguais” estdo presentes no sudeste da Amazonia e nos estados
do Maranhdao, Piaui e Tocantins, onde ocupam cerca de 18 milhdes de hectares
no pais, sendo 502,8 mil hectares no Piaui (Cantanhede et al, 2005).

O mesocarpo de babacu é a substéancia colhida entre o epicarpo e 0
endocarpo do coco de babacu, € biopolimero natural, rentavel, sem toxicidade e
amplamente utilizado como aglutinante (Aulton, 2005), caracteristicas que
possibilitam diferentes aplicagcbes na area industrial e da saude. (Almeida et
al,2011)

Dentro deste contexto, o presente trabalho propbe uma nova
aplicabilidade ao biopolimero mesocarpo do babacu (Orbignya phalerata Mart),
0 qual serd nanoparticulado e, empregado na modificacdo do substrato com
objetivo de gerar um maior nimero de sitios de ancoragem para a imobilizacao
da enzima polifenol oxidase. O biossensor gerado sera empregado em testes de

deteccao e quantificacdo de sulfitos presentes em produtos alimenticios.

2. METODOLOGIA

Para este mapeamento tecnoldgico, foi realizado um estudo prospectivo
tecnoldgico e cientifico buscando as patentes e artigos cientificos relacionados
com as palavras chaves da pesquisa. Para a busca de patentes, foram utilizadas
as bases gratuitas INPI, Espacenet e USPTO. Para a busca de artigos, foram
utilizadas as bases de periddicos Web of Science, Scopus e Scielo.

Primeiramente, realizou-se a pesquisa com as palavras-chave em inglés:
“Polyphenol  Oxidase” (polifenol oxidase), “Polymeric Nanoparticles”
(nanoparticulas poliméricas), “Babassu Mesocarp” (Mesocarpo de Babacgu),
“Biosensor” (Biossensor) e “Sulfite” (Sulfito). Em seguida, foram analisados as
patentes e artigos obtidos com diferentes combinacfes destas palavras tais
como: “Polyphenol Oxidase” AND “Polymeric Nanoparticles”, “Polyphenol
Oxidase” AND “Babassu Mesocarp”, “Polypheno/ Oxidase” AND “Biosensor’,
“Polyphenol Oxidase” AND “Sulfite”, “Babassu Mesocarp” AND “Polymeric
Nanoparticles”, “Babassu Mesocarp AND “Biosensor” “Babassu Mesocarp” AND
“Sulfite”, “Polymeric Nanoparticles” AND “Biosensor”, “Polymeric Nanoparticles”
AND “Sulfite”, “Biosensor” AND “Sulfite”, “Polyphenol Oxidase” AND “Polymeric
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Nanoparticles” AND “Babassu Mesocarp”, “Polyphenol Oxidase” AND “Babassu
Mesocarp” AND “Biosensor”, “Polyphenol Oxidase” AND “Babassu Mesocarp”
AND “Sulfite” e “Babassu Mesocarp” AND “Biosensor” AND “Sulfite” para que as
buscas fossem refinadas de acordo com o objetivo do trabalho. Em todos os
casos as pesquisas foram delimitadas aos campos “titulo, resumo e palavras-
chave”.

Na base de periodicos Scopus, a com maior numero de publicagcdes com
a palavra-chave “Babassu Mesocarp”, foram analisadas a quantidade de
documentos por ano, 0s paises com maiores numeros de publicacbes e as
principais areas de aplicacdes com esse biopolimero. Na base de dados Web of
Science, também foram feitas as mesmas buscas para as combinacdes com as
palavras chaves “Biosensor” AND “Sulfite”.

Na prospeccéao tecnolégica ndo foi delimitado tempo especifico, sendo
realizado o levantamento total do nimero de patentes, jA& na prospeccdo
cientifica foi realizado um levantamento do numero de artigos cientificos
publicados nos ultimos dez anos, de 2005 até o presente momento, sendo que
as buscas nos bancos e patentes e bases cientificas foi realizada no més de
agosto de 2016.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise das Patentes Publicadas

Fazendo uma analise do nimero de patentes encontradas nas bases
europeia (Espacenet) e americana (USPTO) relacionadas as palavras chaves do
trabalho (Tabela 1), constatou-se que no geral foram encontrados um namero
consideravel de patentes, sendo que as bases internacionais apresentaram

maior nimero de patentes em relacdo a base nacional.
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Tabela 1 — Numero patentes encontradas com as palavras chave nos bancos
Espacenet, USPTO e INPI.

Palavras chave Espacenet | USPTO INPI
Polyphenol Oxidase 491 20 5
Babassu Mesocarp 0 0 2
Polymeric Nanopatrticles 658 111 32
Biosensor >10.000 1.243 55
Sulfite >10.000 1.204 98

Fonte: O autor (2016)

Este dado demostra a realidade do Brasil com relacdo a inovacgao, onde
apesar do pais encontrar-se em ascensao com relacdo ao numero de patentes
depositadas, este numero ainda €é bastante inferior as outras bases
internacionais, 0 que demostra que o0s paises desenvolvidos investem bastante
na area de pesquisa e inovag¢do. Segundo Arbix (2005), o Brasil ndo tem
conseguido acompanhar o ritmo de producdo tecnolégica mundial quando
considerado o indicador patente. E que embora tenha havido um aumento do
namero de patenteamento no mundo, o Brasil ndo acompanhou
guantitativamente o crescimento de paises como a China e os EUA.

Constatou-se também, que nas buscas foram localizadas duas patentes
relacionadas a palavra “mesocarpo de babacu” no banco nacional de patentes
INPI, e que ndo foram encontradas nenhuma patente com essa palavra chave,
nos bancos internacionais EPO e USPTO, o que demonstra que o Brasil tem
sido pioneiro em pesquisas com esta planta, por ser uma espécie caracteristica
do pais, sendo encontrada em abundéancia nas regides norte e nordeste.

Das duas patentes encontradas com a palavra-chave “mesocarpo de
babacu”, a primeira, a Pl 1004478-7 A2, descreve o processo de preparacao do
mesocarpo do coco de babacu para remocdo de ions metalicos em solucdes
hidroetandlicas. E a segunda, BR 10 2012 004990-2 A2, descreve 0 processo de
producdo de barra nutritiva utilizando mandioca, mel, mesocarpo de babacu e

pedunculo de castanha de caju para o consumo humano.



81

No sentido de fazer um refinamento maior na pesquisa realizada, foram

utilizadas combina¢des com duas e trés palavras chave relacionadas a pesquisa,

conforme verificado nas Tabela 2 e 3.

Tabela 2 — Numero patentes encontradas combinando duas palavras chave

relativas ao trabalho nos bancos Espacenet, USPTO e INPI.

Palavras chave Espacenet | USPTO INPI

“Polyphenol Oxidase” AND “Babassu 0 0 0
Mesocarp”

“Polyphenol Oxidase” AND “Polymeric 0 0 0
Nanoparticles”

“Polyphenol Oxidase” AND “Biosensor” 1 0 0
“Polyphenol Oxidase” AND “Sulfite” 1 0 0
“Babassu Mesocarp” AND “Polymeric 0 0 0
Nanopatrticles”

“‘Babassu Mesocarp” AND “Biosensor” 0 0 0
“Babassu Mesocarp” AND “Sulfite” 0 0 0
“Polymeric Nanoparticles” AND “Biosensor” 0 0 0
“Polymeric Nanoparticles” AND “Sulfite” 0 0 0
“Biosensor” AND “Sulfite” 0 0 0

Fonte: O autor (2016)

Quando realizada a combinagcdo das palavras chave “Polyphenol

Oxidase” e “Biosensor”, foi encontrada a patente CN103421878 no banco

europeu Espacenet, que trata de um biossensor utilizando a enzima polifenol

oxidase com nanoesferas de carbono para o uso na detecc¢éo de pesticidas.

Na combinacdo das palavras chave “Polyphenol Oxidase” e “Sulfite”, foi

encontrada a patente JPH07289163 no banco europeu Espacenet, que trata de

uma pelicula comestivel para frutas e verduras, contendo um inibidor da enzima

polifenol oxidase, capaz de prevenir a descoloragdo das frutas e verduras

guando cortadas ou descascadas.
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Cabe ressaltar que nao foi encontrado nenhum resultado nos trés bancos
pesquisados com as combinagbes “Biosensor’ e “Sulfite”, o objetivo do
desenvolvimento desta pesquisa.

Tabela 3 — Numero patentes encontradas combinando trés palavras chave

relativas ao trabalho nos bancos Espacenet, USPTO e INPI.

Palavras-chave Espacenet | USPTO INPI
“Polyphenol Oxidase” AND “Polymeric 0 0 0
Nanoparticles” AND “Babassu Mesocarp”
“Polyphenol Oxidase” AND “Babassu 0 0 0
Mesocarp” AND “Biosensor”
“Polyphenol Oxidase” AND “Babassu 0 0 0
Mesocarp” AND “Sulfite”
"Babassu Mesocarp” AND “Biosensor” AND 0 0 0
“Sulfite”

Fonte: O autor (2016)

Observa-se que tanto na Tabela 2 quanto na Tabela 3, que quando
utilizada a palavra chave “Babassu Mesocarp” nas combinagdes, nao foi
encontrada nenhuma patente nos trés bancos pesquisados, o que comprova o
relatado por Bandeira e seus colaboradores jA& no ano de 1986, os quais
afirmaram que estudos de caracterizagdo do mesocarpo do babacu sé&o
escassos, 0 que evidencia a necessidade e importancia de novos estudos dessa

natureza para um melhor aproveitamento da planta.

3.2 Andlise dos Artigos Publicados

O numero de artigo cientificos publicados com as palavras chave nas
bases cientificas Web of Science, Scopus e Scielo estéo ilustrados na Tabela 4.
Comparando com o numero de patentes depositadas nos bancos nacionais e
internacionais, percebe-se que o numero de artigos cientificos publicados com

M ”

as palavras chave “Polyphenol Oxidase”, “Polymeric Nanoparticles”, “Biosensor”,
“Sulfito e “Babassu Mesocarp” foi relativamente superior. No entanto, o0 nimero
de publicagbes com o mesocarpo de babacu ainda é pequeno quando

comparado as demais palavras chave pesquisadas.
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Tabela 4 — Numero de artigos encontrados com as palavras chave nas bases

cientificas Web of Science, Scopus e Scielo.

Palavras chave Web of Science Scopus Scielo
Polyphenol Oxidase 3.568 3.477 79
Babassu Mesocarp 30 38 30
Polymeric Nanoparticles 2.869 2.680 11
Biosensor 29.070 29.552 76
Sulfite 4.870 5.100 75

A andlise dos 38 artigos encontrados na base cientifica Scopus a partir da
busca com a palavra chave “Babassu Mesocarp”, nos ultimos 10 anos, mostra
gue os anos de 2014, 2015 e 2016 tiveram os maiores numeros de publicacdes
e que os anos de 2007 e 2008 foram os de menores publicacbes conforme
ilustrado na Figura 1. Percebe-se ainda que de 2014 a 2016 houve uma nova

ascensao no numero de publicacbes, 0 que demostra que pesquisas com este

Fonte: O autor (2016)

biopolimero voltaram a estar em evidéncia.

Figura 1 - Artigos publicados nos ultimos 10 anos para a palavra “Babassu

Mesocarp”
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Desses 38 artigos publicados com a palavra-chave “Babassu Mesocarp”,
35 tiveram origem no Brasil, 1 na Francga, 1 na Irlanda e 1 nos Estados Unidos,
0 que também confirma os dados levantados na pesquisa das patentes,
indicando que o Brasil tem se destacado e tem sido pioneiro em pesquisas nesta
area, embora se tenha observado que outros paises como a Franca tenham
realizado pesquisas recentes (ano de 2014) com esse biopolimero.

Fazendo um diagnéstico das principais areas de publicacdes com essas
palavras-chave, constatou-se que as maiores areas de interesse para publicacao
sdo Agricultura e Ciéncias Bioldgicas, Quimica, Medicina, Farmacologia,

Toxicologia e Farmacéutica, e Veterinaria conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Principais areas de publicacdes com a palavra chave “Mesocarpo de
Babacu”.
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Fonte: O autor (2016)

Fazendo uma varredura a respeito das combina¢cées com as palavras
chaves nas bases Web of Science, Scopus e Scielo conforme representado na
Tabela 5, constatou-se que nao foram encontrados nenhum artigo com as
combinagdes utilizando a palavra “Babassu Mesocarp”, o que demostra que
estudos com a utilizacdo desse biopolimero na forma de nanoparticulas, em
conjunto com a polifenol oxidase, para uso em biossensores para deteccdo de

sulfitos, sdo inovadores.
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Tabela 5 — Numero de artigos publicados com as combinacdes das palavras

chaves nas bases de dados Web of Science, Scopus e Scielo.

Palavras chave Web of | Scopus | Scielo
Science

Polyphenol Oxidase AND Babassu Mesocarp 0 0 0

Polyphenol Oxidase AND Polymeric 0 0 0

Nanopatrticles

Polyphenol Oxidase AND Biosensor 157 86 1
Polyphenol Oxidade AND Sulfite 39 28 0
Babassu Mesocarp AND Polymeric 0 0 0

Nanoparticles

Babassu Mesocarp AND Biosensor 0 0 0
Babassu Mesocarp AND Sulfite 0 0 0
Polymeric Nanoparticles AND Biosensor 8 13 0
Polymeric Nanoparticles AND Sulfite 0 1 0
Biosensor AND Sulfite 68 44 0
Polyphenol Oxidase AND Polymeric 0 0 0
Nanoparticles AND Babassu Mesocarp

Polyphenol Oxidase AND Babassu Mesocarp 0 0 0
AND Biosensor

Polyphenol Oxidase AND Babassu Mesocarp 0 0 0
AND Sulfite

Babassu Mesocarp AND Biosensor AND 0 0 0
Sulfite

Fonte: O autor (2016)
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Analisando mais profundamente os artigos encontrados na base cientifica
Web of Science por ser a que apresenta o0 maior numero de publicacdes (68
artigos) com a combinagcdo das palavras-chave “Biosensor” e “Sulfite” nos
altimos dez anos, percebeu-se que 0s maiores numeros de publicacdes foram
registrados paras os anos 2008, 2009, 2010 e 2012, conforme ilustrado na Figura
3.

Figura 3 - Artigos publicados nos ultimos 10 anos para a combinacgao

“Biosensor”’ e “Sulfite”.
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Fonte: O autor (2016)

Fazendo um diagnostico das principais areas de publicacbes com a
combinacéo dessas palavras chave, constatou-se que as areas que abrangem
um maior niumero de artigos sdo: Quimica, Eletroquimica e Biologia Molecular

conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Principais areas de publicacdes relacionadas a combinacdo das

palavras chaves “Biosensor” e “Sulfite”
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Fonte: O autor (2016)

4. CONCLUSAO

Os dados apresentados com 0 mapeamento tecnoldégico mostraram que
0 uso da enzima polifenol oxidase imobilizada em nanoparticulas poliméricas a
base do mesocarpo do babacu (Orbignya phalerata Mart), para a fabricacdo de
um biossensor a ser utilizado para deteccao de sulfitos em produtos alimenticios,
€ bastante inovador, e até o presente momento inédito, visto que ndo foram
encontradas patentes nem artigos cientificos com abordagem semelhante ao
que o trabalho propde, ou com as combinacdes “Polyphenol Oxidase” AND
“Polymeric Nanoparticles” AND “Babassu Mesocarp”, “Polyphenol Oxidase” AND
“Babassu Mesocarp” AND “Biosensor”, “Polyphenol Oxidase” AND “Babassu
Mesocarp” AND “Sulfite” e “Babassu Mesocarp” AND “Biosensor” AND “Sulfite”.
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Biossensor a Base de Nanoparticulas de Mesocarpo de Babagu
(Orbignya phalerata Mart) para Detecgdo Indireta de Sulfito

em Sucos Industrializados
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RESUMO

O presente trabalho propde um novo biossensor eletroquimico de sulfito a base
de nanoparticulas de mesocarpo de babacu (MBNPSs) imobilizadas na superficie
de um eletrodo de grafite pirolitico (ECP). As nanoparticulas sintetizadas
apresentaram tamanho de 121,5 nm, potencial zeta de -28,1 mV e foram
utilizadas como suporte para imobilizacdo da quitosana (QUIT) e da enzima
polifenol oxidase (PPO) obtida de batata-doce (Ipomea potato (L.)). A atividade
eletroquimica do biossensor ECP/MBNPs/QUI/GA/PFO foi avaliada pelas
técnicas de voltametria ciclica (VC) e voltametria de onda quadrada (VOQ), onde
0 biossensor apresentou sensibilidade de 2,18 pA/umol L1, limite de deteccéo
0,151 pmol L e limite quantificacdo de 0,452 umol Lt ao aditivo sulfito. O
principio da andlise do biossensor desenvolvido baseia-se no efeito inibidor do
sulfito na atividade da enzima PFO. O biossensor desenvolvido foi empregado

com sucesso na analise de suco industrial, sem a necessidade de pré-tratamento

da amostra.

palavras-chave: biossensor enzimatico, polifenol oxidase, deteccdo de sulfito,

nanoparticulas poliméricas, biossensor eletroquimico
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ABSTRACT

The present work proposes a new electrochemical sulfite biosensor based on
babassu mesocarp nanoparticles (BMNPs) immobilized on the surface of a
pyrolytic graphite electrode (PGE). The synthesized nanoparticles had a size of
121.5 nm and a zeta potential of -28.1 mV and were used as a support for the
immobilization of chitosan (CHIT) and polyphenol oxidase (PPO) obtained from
sweet potatoes (Ipomea batatas (L.)). The electrochemical activity of the
PGE/BMNPs/CHIT/GA/PPO biosensor was evaluated by the cyclic voltammetry
(CV) and square wave voltammetry (SWV), and the biosensor was shown to have
a sensitivity of 2.18 pyA/umol L2, a detection limit of 0.151 ymol L and and
quantitation limit of 0.452 umol L for sulfite. The principle of analysis for the
developed biosensor is based on the inhibitory effect of sulfite on the activity of
the PPO enzyme. This biosensor was successfully employed for the analysis of
industrial juice, without the need to pre-treat the sample.

keywords: enzymatic biosensor; polyphenol oxidase; sulfite detection; polymeric
nanoparticles; electrochemical biosensor
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1. INTRODUCAO

Os aditivos alimentares sédo substancias de origem natural ou sintética,
que sdo adicionados aos alimentos para atribuir uma determinada funcéo
tecnoldgica ou sensorial, por exemplo, combater o perecivel e a degradacéo
bacteriana, dar ou restaurar a cor e conferir sabor aos alimentos (Emerton &
Choi, 2008).

Os aditivos alimentares podem ser divididos em 6 grupos: conservantes,
aditivos nutricionais, corantes, agentes aromatizantes, agentes texturizantes e
0os agentes diversos. Além disso, 0s conservantes sdo subdivididos em
antimicrobianos, antioxidantes e agentes anti-branqueamento (Saltmarsh et al,
2013).

Dentre os aditivos alimentares conservantes, podemos destacar 0s
sulfitos ou agentes sulfitantes, tais como: diéxido sulftrico (SO32), sulfito de sédio
(NazS0:s), sulfito de potassio (K2S0Os), bissulfito sodico (NaHSO3), bissulfito de
potassio (KHSO3), metabissulfito sddico (Na2S20s) e metabissulfito de potassio
(K2S20s) (Scampicchio et al, 2008; Bahmani et al, 2010). Estes aditivos s&o
utilizados para melhorar o aroma dos alimentos, clarear e estabilizar os produtos
alimenticios, evitar a fermentacao, além de apresentarem acao antimicrobiana
(Filik & Cetintas, 2012; Mattison et al, 2014). Sao largamente empregados em
alimentos como vinhos, sucos industrializados, frutas secas, biscoitos
desidratados e peixes (Suh et al, 2007; lammarino et al, 2012).

Apesar de sua eficacia na conservacao de alimentos, inimeras reacdes
adversas tém sido relatadas a salde de algumas pessoas sensiveis aos sulfitos.
Estudos demonstram que a ingestdo extensiva deste aditivo induz efeitos
nocivos para células e tecidos, causando ataques asmaticos com risco de vida
e reacOes alérgicas em individuos (Vally et al, 2009; Iwasawa et al, 2009).
Também foram relatados na literatura sintomas como dermatites, urticéria, rubor,
hipotensao, dor abdominal e diarreia (Machado et al, 2006; Stohs & Miller, 2014).

Devido a estes efeitos nocivos, percebe-se que existe uma
necessidade de monitoracdo dos niveis de sulfito no processamento de
alimentos e bebidas, no sentido de manter o cumprimento das diretrizes
reguladoras propostas pelas legislacbes vigentes. A Food and Drug
Administration, USA, recomenda etiquetas de adverténcia em qualquer produto
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alimenticio contendo mais de 10 mg/kg de sulfito, ou bebida contendo mais de
10 mg/L de sulfito (Dinckaya et al, 2007).

Existem vérias técnicas para andlise quantitativa de sulfito, tais como:
titulacdo (Lowinsohn et al, 2001), cromatografia (Koch et al, 2010), eletroforese
capilar (Daunoravicius et al, 2002; Carvalho et al, 2005), andlise de injecao de
fluxo (Satienperakul et al, 2010; Amatatongchai et al, 2015) e espectroscopia de
fluorescencia (Yang et al, 2002; Wang et al, 2014). No entanto, algumas destas
técnicas apresentam analises geralmente demoradas, enquanto outras,
necessitam de pré-tratamento de amostras ou apresentam custo elevado.

Nessa perspectiva, acredita-se que os biossensores sdo uma alternativa
viavel para a deteccdo e quantificacdo rapida dos sulfitos em produtos
alimenticios, por serem dispositivos simples, de baixo custo, que apresentam
elevada sensibilidade e estabilidade, e tempo de andlise curto (Chen et al, 2012;
Rawal et al, 2012; Molinero-Abad et al, 2014).

Os biossensores enzimaticos, sdo construidos por meio da imobilizacéo
de enzimas na superficie do eletrodo. O uso das enzimas na construcdo de
biossensores tem despertado interesse devido ao aumento da seletividade e
estabilidade do dispositivo (Lopez-Gallego et al, 2005; Kim et al, 2006).

Das enzimas utilizadas na construgcdo de biossensores, podemos
destacar a enzima polifenol oxidase (PFO), também conhecida como tirosinase
ou catecol oxidase. Esta enzima é uma oxidoredutase natural, tem dois a&tomos
de cobre no seu centro ativo, e catalisa as reagcdes de oxidagao, incluindo a
hidroxilacdo de monofendis em o-difendis e subsequentemente, a oxidacao de
difendis para o-quinonas na presenca de oxigénio molecular (Fiorentino et al,
2010; Falguera et al, 2012; Janegitz, et al 2012).

Outro material bastante utilizado na constru¢cdo dos biossensores séo
as nanoparticulas, que tem ganhado destaque devido suas propriedades tais
como elevada area superficial e baixa limitacdo difusional, que proporciam um
ambiente adequado para a imobilizacdo das enzimas, mantendo a sua
bioatividade e, ao mesmo tempo, facilitando a transferéncia de elétrons entre o
centro redox e a superficie do elétrodo (Katz & Willner, 2004; Guo & Wang, 2007,
Zang et al, 2009).

As nanoparticulas poliméricas utilizadas no presente trabalho foram

desenvolvidas a partir do polimero natural mesocarpo de babacu (Orbignya
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phalerata Mart). O mesocarpo de babacu (MB) é a substancia colhida entre o
epicarpo e o endocarpo do coco de babacu (Teixeira et al,2018), sem toxicidade
e amplamente utilizado como aglutinante, caracteristicas que possibilitam
diferentes aplicacfes na area industrial e da saude (Aulton, 2005, Almeida et al,
2011).

Diante do que foi exposto, o presente trabalho objetivou a construcao
de um biossensor eletroquimico para determinac¢do indireta de sulfito em sucos
industrializados, usando um eletrodo de carbono grafite pirolitico modificado com
as nanoparticulas poliméricas do mesocarpo de babacu (MBNPs), a enzima
polifenol oxidase, além da quitosana e do glutaraldeido para construcdo da

camada ativa.

2. EXPERIMENTAL
2.1 Materiais e Reagentes

Os reagentes utilizados no decorrer do trabalho foram: Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich), polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma-Aldrich), catecol
(CeHsO2) (Sigma-Aldrich), quitosana- GD=85 % (QUIT) (Sigma-Aldrich), sulfito
de sodio (Na2S0s) (Sigma-Aldrich), glutaraldeido (GA) (Vetec) 50% (v/v), fosfato
de sdédio monobasico (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich), e fosfato de sédio bibasico
Na:H2PO4 (Sigma-Aldrich), todos apresentando padrdo analitico, néo
necessitando de purificacdo prévia. Nos estudos de interferentes foram utilizados
0 acido ascobico (Dinamica), o sorbato de potassio (DinAamica) e a sacarose
(Dindmica) todos apresentando padréo analitico.

A solucdo do mesocarpo de babacu (Orbignya phalerata Mart) 0,5g L+
foi preparada em DMSO, enquanto que as solucdes de catecol (0,05 mol L e
0,001 mol L?), e as de sulfito de sédio 0,1 mol L foram preparadas diariamente
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), que foi obtida utilizando os sais
NaH2PO4 e NazH2PO4. O tampédo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2) também foi
empregado como eletrdlito suporte em todas as medidas eletroquimicas com o
biossensor. A solucdo de quitosana 1,0 g L foi preparada em &cido acético
diluido em agua ultrapura do sistema MilliQ 1% (v/v), e a solucdo de gluraldeido
2,5% (v/v) foi preparada em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2).

O mesocarpo do coco de babacu in natura foi adquirido no

Departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (Brasil) na
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forma de po, e em seguida foi realizada a granulometria por peneiramento para
a selecdo do tamanho do gréo, que foi de aproximadamente 0,074 mm. As
batatas doces (Ipomoea batatas (L.) (Lam.)), e as amostras de suco

industrializadas foram adquiridas no comércio local da cidade de Teresina-Pi.

2.2 Sintese das MBNPs

As MBNPs foram preparadas pelo método de dialise. Neste método o
polimero é dissolvido em um solvente organico e armazenado em uma
membrana de didlise, onde a formacdo de nanoparticulas baseia-se na troca
lenta do solvente organico com a agua (Rao e Geckeler, 2011). O MB foi
dissolvido em DMSO, obtendo concentracéo final de 0,50 g L. Para diluicdo
total do MB, a solucédo foi mantida em agitacao (500 rpm), e aquecimento (50
°C), por 1 hora, e posteriormente, em banho de ultrassom pelo mesmo periodo
de tempo.

Em seguida, a solugdo de MB preparada em DMSO foi colocada em
membrana de dialise com 76 mm de espessura e 12 kDa de limite de excluséo,
para dialise em agua ultrapura (sistema milliQ) por 72 horas. Durante este
periodo a 4gua de didlise foi trocada duas vezes ao dia a cada 12h. Utilizou-se
a Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel para monitorar a presenca do
DMSO durante a dialise.

Ao final do processo, a dispersdo de MBNPs foi filtrada usando um filtro
com abertura de 0,45 pum para remover 0s precipitantes, e o filtrado foi reservado
em tubo falcon para andlises posteriores. O pH da solucdo das MBNPs foi
medido em um pHmetro de bancada HI 2221 Hanna instrumens, apresentando

valores de pH igual a 8,5.

2.2.1 Espalhamento Dinamico da Luz (DLS) e Potencial Zeta

As andlises de DLS e potencial zeta, obtidas por meio do equipamento
Zetasizer Nano-ZS90-Malvern, foram realizadas no sentido de verificar o
tamanho médio e a carga das MBNPs. O diametro hidrodindmico foi medido por
DLS, usando um laser de 633 nm com um angulo de disperséo fixo de 173°. Para
as analises de DLS, cada amostra foi medida em triplicata a uma temperatura de
25°C.
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2.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia das MBNPs foi registrada pelo microscopio eletrénico de
varredura FEI Quanta FEG 250. Para preparar a amostra de MEV, 50uL da
suspensdo das MBNPs foi depositada em um substrato revestido de papel

aluminio, sendo em seguida a amostra seca e revestida de ouro.

2.3 Preparacédo do Extrato Bruto Enzimético

A polifenol oxidase (PFO) foi obtida a partir de batatas doces (Ipomoea
batatas (L.) (Lam.)), usando o extrato bruto como fonte enzimatica. As batatas
doces foram lavadas em agua corrente, descascadas e cortadas em pequenos
pedacos para facilitar a homogeneizagédo. Posteriormente, uma massa de 25 g
desse tubérculo foi homogeneizada em um liquidificador com 100 mL de solucdo
tampao fosfato 0,1mol L (pH 7,2) gelado, contendo 2,5g de PVP por 2 minutos.
Em seguida o homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugada
em uma centrifuga de bancada Sigma 2K15, a 15.000 rpm durante 30 minutos a
4°C. A solucéo sobrenadante foi entdo armazenada em um refrigerador a 4 °C e
utilizada como fonte enziméatica da PFO para determinacdo da atividade

enzimatica e concentracdo de proteinas sollveis totais.

2.3.1 Determinacéo da Atividade da PFO no Extrato Bruto

A atividade da PFO presente neste extrato enzimatico bruto foi
determinada utilizando-se o catecol como substrato. Utilizou-se 0,2 mL da
solucédo do extrato enzimatico e 2,8 mL da solucédo de 0,05 molL* de catecol em
solucdo tampao fosfato 0,1mol L, pH 7,2 a 25 °C. A absorbancia da o-quinona
(produto resultante da reacdo) foi medida em um Espectofotdbmetro UV-Visivel
Cary 60 - Agilent Tecnologies, utilizando uma cubeta de quartzo com um
caminho éptico de 1,0 cm, em um A igual a 410nm, durante 2 minuto de reacao.
Unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima que causa o
aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto (Lupetti et al, 2003;
Harper, 1973).

B AA x60 x1000
a= At x d x Vamostra




100

Sendo: a = unidade da atividade da PFO por mL; AA = variacdo de absorbancia;
At= variagédo do tempo da reagéo (min.); d= didmetro da cubeta; Vamostra= Volume

da amostra (mL).

2.3.2 Determinacdao de Proteinas SolUveis Totais no Extrato Bruto
A concentragcdo de proteinas totais foi determinada em triplicata
empregando-se a metodologia descrita por Bradford (Bradford, 1976), usando a

albumina de soro bovino como reagente padréo.

2.4 Preparacao do Biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO

O eletrodo de carbono grafite pirolitico (ECP) (A=2,0 cm?) foi usado como
eletrodo de trabalho. Antes da modificacdo, com intuito de obter uma superficie
limpa e capaz de proporcionar uma boa adsorcéo dos ligantes, o ECP foi polido,
primeiramente, com um papel abrasivo metalografico mais grosso (lixa 200), e
depois papel abrasivo metalografico mais fino (lixa 1200). Logo apds esses
procedimentos o eletrodo foi lavado com agua ultrapura do sistema MilliQ, e foi
sonicado durante 5 min em alcool isopropilico, e em seguida com agua ultrapura
pelo mesmo intervalo de tempo. Para finalizar o processo de limpeza, o ECP foi
seco a temperatura ambiente.

A eficiéncia da limpeza foi avaliada por voltametria ciclica, isto €, o ECP
limpo foi introduzido na célula eletroquimica realizando-se sucessivas varreduras
na faixa de potencial compreendida entre -0,1 a +1,5 V vs Eletrodo de
Calomelano Saturado (ECS) em H2SO4 1mol L't a 100 mV/s. A superficie foi
considerada limpa quando o voltamograma obtido ndo apresentou nenhum
processo eletroquimico na faixa de potencial verificada.

Depois do processo de limpeza, a modificacdo do eletrodo ECP foi
realizada através da deposicdo de filmes casting multicamadas, iniciando com a
deposicao de 50 pL da solugdo de MBNPs na superficie limpa do eletrodo, sendo
esta seca a temperatura ambiente por 2 horas.

Posteriormente, 50 yL de uma solugdo de QUIT 1,0 g L foram
depositadas sobre o eletrodo ja modificado com as MBNPs, deixando-se secar
a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, 50 uL da solu¢do de GA 2,5%
(v/v) foi pipetada sobre a superficie do eletrodo ja modificado com as MBNPs e

a QUIT, deixando-se secar por 2 horas a temperatura ambiente. Logo apés o
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processo de secagem, o eletrodo foi cuidadosamente enxaguado com solucao
de tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2) para a retirada do excesso desse agente
reticulante.

E para finalizar a modificacao do eletrodo, 50 uL de PFO foram colocadas
na parte superior do eletrodo ja modificado com as MBNPs, QUIT e GA, e em
seguida o eletrodo foi seco sob refrigeragdo por 6 horas. O biossensor
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO foi armazenado em um baldo volumétrico
contendo uma solucdo de tampdo fosfato 0,1 molL tem um refrigerador
quando néo utilizado.

Para a construcado do biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO (Figura
1), acredita-se que no processo de deposicao dos filmes casting, as MBNPs se
ligam a superficie da QUIT através de interacdes eletrostaticas de cargas
opostas entre os grupamentos hidroxilas das MBNPs e os grupamentos aminos
da QUIT, uma vez que os MBNPs possuem carater aniénico e a quitosana possui
carater catidnico. E os grupos amino da QUIT, bem como os da enzima PFO, se
ligam aos grupamentos aldeidos terminais do agente reticulante GA, através de
ligacbes covalentes cruzadas. Essas ligacbes covalentes cruzadas entre 0s
grupos aminos, através de agentes reticulantes, conferem boa estabilidade a
variagdes de pH, forca idnica e temperatura (Monteiro Junior, 1999).

Figura 1. llustracdo esquematica das diferentes etapas de preparacdo do
biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO.
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Fonte: O autor (2019)
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2.5 Espectroscopia na Regido do infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR das Camadas do Biossensor

Para identificar as interacdes entre as camadas do biossensor, foram
realizadas analises de FTIR em pastilhas de KBr. Os espectros foram obtidos no
equipamento Paragon 1000, Perkin-Elmer, EUA, na faixa de comprimento de

onda entre 4000 e 400 cm* durante 64 varreduras, com resolugdo de 2 cm™.

2.6 Medidas Eletroquimicas do Sistema ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO

As medidas eletroquimicas de Voltametria Cicila (VC) e Voltametria de
Onda Quadradada (VOQ) do biossensor foram realizadas empregando-se o
equipamento Dropsens pStat 400 BiPotentiostat/Galvanostat da METROHM, e
uma célula eletroquimica com encaixe para trés eletrodos. O Eletrodo de
Calomelano Saturado (ECS) foi empregado como eletrodo de referéncia, como
contra-eletrodo utilizou-se a platina (A= 2,0 cm?), e como eletrodo de trabalho o
carbono  grafite  pirolitico (ECP) modificado com o  sistema
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO.

2.7 Determinacgéo Indireta de Sulfito em Amostras de Suco Industrializado

As amostras de suco foram utilizadas sem tratamento prévio, sendo que
uma aliquota (4 mL) de cada amostra foi adicionada diretamente a célula
eletroquimica contendo 16 mL solucdo de catecol 1,0 mmol Lt em tampéo
fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), e em seguida os voltamogramas de onda quadrada
foram obtidos em triplicata. A concentracdo de sulfito em cada amostra foi
determinada pelo método de adicdo de padréo, apds cada adicdo de sulfito na
célula, a solucao foi agitada durante 1 minuto, a fim de homogeneizar, e em
seguida a medida de potencial foi obtida. Para cada amostra trés determinacdes
foram realizadas, e os desvios padrao foram calculados

2.8 Teste de Interferentes

O estudo de potenciais interferentes como o acido ascérbico, sorbato
de potassio e sacarose na determinacao do sulfito foi avaliada por voltametria de
onda quadrada, em solucédo de catecol 1,0 mmol L' em tampéo fosfato 0,1 mol
Lt (pH 7,2) contendo amostras de suco industrializado, e solucéo padrédo de

sulfito de 60 pmol L. A célula eletroquimica foi enriquecida utilizando 40 pumol
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L1, 60 umol Lt e 80 umol L de cada interferente separadamente, sendo o0s
sinais de correntes comparados com aqueles obtidos na auséncia de cada

interferente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo das Nanoparticulas MBNPs

A distribuicdo de tamanho e a carga das MBNPs obtidas pelo método
de didlise estédo representadas na Figura 2.

Na Figura 2A, observa-se que o tamanho médio das particulas foi de
121,5 nm. Este resultado corrobora com que foi relatado por Quintanar-Guerrero
e colaboradores (1998), que afirma que as nanoparticulas poliméricas

frequentemente possuem tamanho entre 100-500 nm.

Figura 2. A) Distribuicdo do tamanho das MBNPs sintetizadas pela técnica de

dialise e B) Potencial Zeta das Nanoparticulas
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Fonte: O autor (2019)
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O indice de polidisperséo (PDI) fornece informagdes sobre o grau de
homogeneidade de uma amostra. Quanto menor o seu valor, maior sera a
homogeneidade do diametro de particulas no sistema e vice-versa (Liu e Wu,
2010). O PDI para as MBNPs foi de 0,254, o que indica que o sistema apresenta

baixa polidispersividade, ou seja, boa distribuicdo de tamanho de particula.
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A analise de Potencial Zeta das MBNPs apresentou valor de -28,1 mV
(Figura 2 B). Segundo Patel e Agrawal (2011), amostras que apresentam valores
de potencial zeta de + 20-30 mV sdo moderadamente estaveis, apresentando
pouca tendéncia a floculacdo. O valor negativo do potencial zeta das MBNPs se
deve as caracteristicas anidnicas do mesocarpo de babacu, relacionadas os
grupamentos hidroxilas presentes nos alcoois (Teixeira et al, 2018).

A estabilidade coloidal das MBNPs foi monitorada ao longo de um periodo
de seis meses, demostrando que a dispersao coloidal das MBNPs permaneceu
estavel, sem grandes alteracdes no tamanho da particula, o que pode estar
associado ao valor do potencial zeta observado para esta amostra.

A morfologia das MBNPs foi avaliada por MEV (Figuras 3A). As imagens
de MEV para as MBNPs mostram particulas de formato irregular, com tamanho
médio de 89,3 nm. A distribuicdo das particulas pelo tamanho médio é

apresentada na Figura 3B.

Figura 3. A) Imagens de MEV obtidas por 100 000 x. B) Frequéncia das

Particulas pelo Tramanho Médio.
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Fonte: O autor (2019)

Os valores médios de tamanho das MBNPs obtidos por MEV em relacéo
a técnica de DLS foram menores, 0 que ja era de se esperar, uma vez que as
amostras para analise de DLS sdo solvatadas, e as amostra para analise de
MEYV séo secas e sob condi¢cdes UHV (ultra-vacuo) (Zhou e Yang, 2004). O DLS
mede o raio hidrodinamico das particulas dispersas, enquanto o MEV fornece a
area de superficie projetada com base na quantidade de elétrons incidentes

transmitidos através da amostra (Bhattacharjee, 2016).
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3.2 Determinacédo da Atividade Enzimatica e a Concentracdo de Proteinas
Totais da PFO

Tanto a determinagdo da atividade especifica quanto a concentracdo de
proteinas totais foram avaliadas por meio do extrato bruto obtido da batata doce
(Ipomoea batatas (L.) (Lam.)). Os valores de atividade da PFO e a concentracdo
total de proteina foram, respectivamente, 2300 U mL? e 0,46 mg mL™. Sartori e
colaboradores (2011) utilizando a mesma quantidade de tecido vegetal da batata
doce (Ipomoea batatas (L.) (Lam.)), e 0 agente protetor PVP encontraram valores
de atividade enzimatica e concentracao total de proteina de 1305 U mL e 0,442

mg mL™.

3.3 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR das Camadas do Biossensor

As bandas caracteristicas dos grupos que apresentam as etapas de
construcéo do biossensor estao representadas na Figura 4.

Figura 4. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier — FTIR das Camadas do Biossensor
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A banda observada em 3425 cm™ nas BMNPs (a), na CHIT (b) e na
PPO (f) est4 relacionada ao estiramento (OH) presente nos alcoois (Vieira et al,
2011). Esta banda aparece sobreposta a banda de estiramento (-NH2) na CHIT
(b) e PPO (f) (Fraguas et al, 2015). Percebe-se que quando as BMNPs sédo
imobilizadas na superficie da CHIT (c), acontece um aumento na intensidade
desta banda, o que sugere a interacdo entre os grupamentos (OH) das BMNPs
com os grupos (-NH2) da CHIT.

A banda em 1729 cm nas etapas (d) e (e) esta relacionada aos grupos
aldeidos livres (-COH) do GA (Wang et al, 2004; Narang et al, 2011). Percebe-
se gue quando a enzima PFO é adicionada ao sistema BMNPs/CHIT/GA, ocorre
uma diminuigédo consideravel desta banda, o que sugere que houve um processo
de reticulagéo, onde os grupamentos (-COH) do GA se ligam aos grupamentos
(-NH2) da CHIT quanto da PPO.

A banda observada em 1100 cm™ nas etapas de (b) a (f) corresponde
as aminas alifaticas (Souza et al, 2010). Percebe-se que nas amostras
reticuladas com GA, (d) e (e), a intensidade dessa banda é diminuida, denotando
gue estes grupos foram ligados aos grupos do GA, formando uma ligacao imina
(N=C).

3.4 Comportamento Eletroguimico do Catecol no Biossensor
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO.

O comportamento eletroquimico do catecol foi investigado para o
biossensor proposto por meio da técnica de VC. Na Figura 5 sdo apresentados
0s voltamogramas ciclicos obtidos para ECP (tampéao) (—), ECP (catecol) (—),
ECP/MBNPs (—), ECP/MBNPs/QUIT (—) e ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO (—).
Para esses testes iniciais 0os parametros selecionados foram faixa de potencial
no intervalo de -0,4 a +0,8 V, em solucdo de catecol 1,0 mmol L' em tampé&o

fosfato 0,1 mol L, pH 7,2, com taxa de varredura de 10 mV s™.

Figura 5. Voltamogramas ciclicos obtidos para o ECP (tampao) (—), ECP
(catecol) (—) e os sistemas: ECP/MBNPs (-—), ECP/MBNPs/QUIT, (—),
ECP/MBNPS/QUIT/GA/PFO (—), em solucgéo de catecol 1,0 mmol L'temtampéo
fosfato 0,1 mol L1, pH 7,2, v=10 mV s
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Na Figura 5, observa-se que o ECP ndo modificado na presenca do
catecol (—) apresenta um processo de oxidacdo em 0,13 V vs ECS, e o produto
de oxidacgéo, a o-quinona, um processo de reducédo em 0,05 V vs ECS

Quando as MBNPs foram imobilizadas sobre o ECP (), observou-se um
alargamento do pico de oxidacdo do catecol, bem como um incremento nos
valores de corrente. Estas mudancas no comportamento eletroquimico do
catecol na superficie do sistema ECP/MBNPs confirmaram a imobilizacdo das
MBNPs.

A imobilizacdo da camada de QUIT originando o sistema
ECP/MBNPs/QUIT(—) restaurou o formato do pico dos processos redox do
catecol, incrementando ainda os seus valores de corrente de 104 pA to 127 pA.
Este comportamento provavelmente ocorre devido as cargas positivas da
quitosana, as quais facilitam as reagfes do catecol na superficie eletrddica.

Por fim, ap0s a imobilizagdo da enzima PFO, formando o biosensor
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO, a corrente dos processos redox do catecol
aumentou novamente (—), somando um percentual de 181.91 % (quase duas
ovezes mais) em comparagao a quando utilizou-se apenas o ECP (—). O

aumento de corrente apos a imobilizacdo da PFO, indica o efeito catalitico
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promovido pela enzima durante as reacoes redox do catecol na superficie deste

biossensor.

3.5 Efeito do pH

O pH é um parametro importante na determinacdo da atividade
enzimatica, influenciando diretamente na resposta analitica do biossensor.
Utilizando o biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO, investigou-se a influéncia
do pH eletrolitico na faixa entre pH 5,0 e 9,0 em solucéo de catecol 1,0 mmol L-

L em tampaéo fosfato 0,1 mol L"* usando a técnica de VC (Figura 6).

Figura 6. Efeito do pH sobre a resposta analitica do biossensor
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO em solucdo de catecol 1,0 mmol Lt em tampéo

fosfato 0,1 mol L1, a uma velocidade de varredura de 10 mV s
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Fonte: O autor (2019)

Percebe-se por meio do grafico da corrente de pico anédico versus pH
gue a atividade da PFO é efetivamente inibida em meio acido (Tan et al, 2011),
onde em pH 5 o biossensor apresentou corrente de 26,81 I/pA. Apartir do pH 6,0
nota-se um aumento na reatividade da superficie eletrodica, com um aumento
de corrente para 86,25 I/pA, que acontece devido a diminuigdo na concentragdo
de ions H* (Mayer, 2006 ). O pH 6timo do biossensor foi de 7,2, com corrente de
96,37 i/luA, portanto este pH foi selecionado para os outros testes. Em pHs
alcalinos (8 e 9) verificou-se uma diminui¢céo da atividade biossensora, com uma

diminuicao da corrente para 67,34 e 56,16 I/uA respectivamente. Este resultado
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pode esta relacionado a possivel inativacdo da enzima em valores de pH mais
altos (Kertesz e Zito, 1965).

3.6 Efeito da Velocidade de Varredura

O efeito da velocidade de varredura na resposta analitica do biossensor
ECP/MBNP/QUIT/GA/PFO foi avaliado por meio da variagao das velocidades de
varreduras durante a oxidag&o eletrocatalitica da solugéo de catecol 1,0 mmol L
em tampdo de fosfato 0,1 mol L (pH 7,2). Os voltamogramas ciclicos foram

obtidos em diferentes velocidades de varredura de 10 a 250 mV s~ (Figura 7 A).

Figura 7. (A) Variacao da velocidade de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175, 200, 225 e 250 mV s. (B) Influéncia da velocidade de varredura nos
valores de corrente de pico para os processos de oxidacédo | e Il e, para os
processos de redugédo, I’ e II’ para o biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO.
Todos os voltamogramas foram registrados em solucdo de catecol 1,0 mmol L

em tampdao fosfato 0,1 mol L%, pH 7,2.
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Fonte: O autor (2019)

Observa-se na Figura 7A que houve um deslocamento nos potenciais dos
processos de oxidacgéo e redugcdo com o aumento da velocidade de varredura,
onde foram observados um processo oxidagcao na regido | e reducao na regiao

I’, relativos a oxidag&o do catecol para o-quinona e a reducao deste composto a
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catecol, caracteristicos do sistema. A partir da velocidade de varredura de 25 mV
s, observa-se o surgimento de um novo processo de oxidacéo Il e reducdo na
regido II', o que pode estar relacionado ao processo de inicio da degradacao do
catecol. Com base nos voltamogramas mostrados na Figura 7A, pode-se
construir o grafico apresentado na Figura 7B onde € observada uma
dependéncia linear para os valores de corrente registrados tanto na varredura
anddica quanto catodica, obtendo-se os indices de correlacdo linear (R) de
R=0,998 para |, R=0,996 para I'’, R=0,992 para Il e R=0,999 para II'. Os valores
de R confirmam que o mecanismo eletroquimico que governa a resposta do
biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO néo é limitado por difusdo (Xie et al,
2008) e indicam ainda que o biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO esta
fortemente aderido a superficie do ECP (Bard & Faulkner, 2001).

3.7 Desempenho Analitico do Biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO na
Presenca de Sulfito

Para compreender o efeito da presenca de sulfito no ambiente
eletroanalitico, a resposta do biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO foi
inicialmente avaliada na auséncia e subsequente na presenca de sulfito. Os
voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 8 mostram que apés a adicao
de 800 ymol L de SO3* os valores de corrente decaem em 70,7% para 0s

processos anddico e catddico.

Figura 8. Voltamogramas ciclicos obtidos para o0 sistema:
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO (a) sem a presenca de sulfito e (b) na presenca de
800 umol Lt de sulfito em solucéo de catecol 1,0 mmol L't em tampéo fosfato 0,1

mol L, pH 7,, a uma velocidade de varredura de 10 mV s
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O sulfito de sodio, bem como outros compostos que possuem atomos de
enxofre, ttm grande afinidade pelos atomos de cobre do centro ativo da PFO e
ao se ligarem com este levam a uma forte inibicédo (Sartori et al, 2011). O sulfito
pode atuar na inibicdo da enzima PFO na reacao de reducdo da o-quinona a
catecol e/ou pode reagir com o catecol formando um composto catecol-sulfito
(Nematollahi et al, 2007).

A Figura 9 mostra uma representacdo esquematica da possivel reacéo
entre o sulfito e o catecol. Quando o sulfito € adicionado a solucéo de catecol,
observa-se a formacdo do composto catecol-sulfito, inibindo a formacéo da o-

quinona (Goto et al, 1999).

Figura 9. Representacdo esquematica da reacdo de inibicdo da oxidagdo do

catecol a o-quinona na presenca de sulfito.
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3.8 Determinagéo Indireta de Sulfito por Voltametria de Onda Quadrada

O desempenho analitico do biossensor foi avaliado pela variacdo da
concentragdo de sulfito no eletrélito de suporte. Estes estudos foram realizados
utilizando uma técnica voltamétrica mais sensivel, como o caso da voltametria
de onda quadrada. Na Figura 10 A observou-se que, ap0s a adicdo de aliquotas
de sulfito no meio eletroanalitico (1,0 mmol L de solucgédo de catecol em tampé&o
fosfato 0,1 mol L), houve diminuicdo da corrente de pico anddico
proporcionalmente ao aumento da concentragéo de sulfito, demonstrando que o

sulfito tem um efeito inibidor sobre esta reacédo, como mostrado na Figura 10.

Figura 10. A) Voltamogramas de onda quadrada (VOQ) obtidos utilizando o
biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO em solucéo de catecol 1,0 mmol L em
tampao fosfato 0,1 mol L%, (pH 7,2). Parametros: (amplitude 10 mV, frequéncia
20 Hz e tempo de equilibrio de 10s). (a); 5 (b); 10 (c); 15 (d); 20 (e); 25 (f); 30 (9);
35 (h); 40 (i); 45 (j); 50 (k); 55 (l); 60 (m); 65 (n); 70 (0); 75 (p) € 80 umol L de
sulfito (g). B) Curva analitica para o sulfito.
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A Figura 10B representa a curva analitica obtida para a faixa de
concentragdo de 0 a 80 ymol L sulfito, onde os intervalos |1 e |2 apresentam
correlagdes de r = 0,999.

Observa-se que a inclinagdo obtida para o intervalo |1 foi superior
quando comparada com Iz, evidenciando assim uma maior sensibilidade e
desempenho analitico do biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO para deteccéo
de sulfito em concentracdes inferiores a 30 pumol L do sulfito. Mais detalhes
sobre as caracteristicas analiticas do biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO
estdo apresentados na Tabela 1. O limite de deteccdo (LD) e o limite de
guantificacdo (LQ) foram obtidos nas Equacbes 01 e 02, respectivamente.
(Anvisa, 2003):

LD =3,3xDP/b (Eq. 01)
LQ =10 x DP/b (Eq. 02)
Onde:



DP - Desvio Padrao

b - Inclinacé@o da curva analitica

114

Tabela 1. Caracteristicas da curva de calibracdo do sulfito frente ao biossensor

ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO

LD

LQ

Coeficiente

angular dareta

Sensibilidade

analitica

l1 | 0,151 pmol Lt | 0,452 pmol L

0,218

2,18 (WA/umol L?)

0,112

1,12 (MA/umol L)

Fonte: O autor (2019)

Com a finalidade de mostrar a eficiéncia do biossensor desenvolvido para

deteccdo de sulfito, a Tabela 2 faz um comparativo dos limites de deteccédo

relatados em diferentes trabalhos.

Tabela 2. Comparacdo dos parametros analiticos obtidos usando diferentes

biossensores para determinacao de sulfito.

Técnica Eletrodo ** Faixa de LD Referénc
Eletroquim Concentra uMol ias
ica ¢ao L1
i .
Utilizada (uMol L)
EAu/ PPY/ PBNPs/SOx ! 0,5-1000 |0,1 Rawal e
VG Pundir,
2013
ECV/AuNPs-MWCNTSs- 0,5-22 0,4 Sartori et
1
VPD PAH/PFO al, 2011
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VC EPt/ PPY/SOx 0,9-400 0,9 Ameer e
Adelojou,
2008
VC EAu/Cyt C/ SDH v 0,5-5,5 0,0000 | Kalimuthu
44 etal, 2010
VC EIT/Cyt C/SOx v 40-5900 40 Abass et
al, 2000
VOQ GPE/ IL/BF V! 0,05-250 0,02 Beitollahi
etal, 2014
VC EAU/GNPs@ Fe3z04/SOx V! 0,50-1000 | 0,15 Rawal et
al, 2012
VC EAU/PANI/CMWCNT/CHIT/ 0,75-400 0,5 Rawal et
AuNPs/ SOx VI al, 2011
VOQ ECP/MBNPs/QUIT/GA/PF 5-80 0,1 Este
o X trabalho

(*) VC: voltametria ciclica; VOQ: voltametria de onda quadrada; VPD: voltametria

de pulso diferencial.

(**) I- EAu/PPY/PBNPs/SOx: Eletrodo de ouro modificado com polipirrol, nanoparticulas de azul
da prussia e a enzima sulfito oxidase; II- ECV/AuUNPs-MWCNT s-PAH/PFO: Eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanoparticulas de ouro, nanotubos de carbono, polialilamina hidroclorada
e a enzima polifenol oxidase; IlI- EPt/ PPY/SOXx: Eletrodo de platina modificado com polipirrol e
a enzima sulfito oxidase; IV- EAu/Cyt C/SDH: Eletrodo de ouro modificado com citocromo C e a
enzima sulfito desidrogenase; V- EIT/Cyt C/SOx : Eletrodo impresso em tela modificado com
citocromo C e a enzima sulfito oxidase; VI- GPE/ IL/BF: Eletrodo de pasta de nano-folhas de
grafeno modificado com liquido i6nico e benzoilferroceno; VII- EAU/GNPs@Fe304/SOx: Eletrodo
de ouro modificado com folhas carboxiladas, nanoparticulas magnéticas e a enzima sulfito
oxidase; VIII- EAuU/PANI/cCMWCNT/CHIT/AuNPs/SOx: Eletrodo de ouro modificado com
polianilina, nanotubo de carbono revisto com multiplas camadas, quitosana, nanoparticula de
ouro e a enzima sulfito oxidase; IX- ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO: Eletrodo de carbono pirolitico
modificado com nanoparticulas do mesocarpo de babagu, quitosana, glutaraldeido e a enzima

polifenol oxidase.
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Percebe-se de acordo com a Tabela 2 que o biossensor
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO para deteccdao de sulfito apresenta limite de
deteccado superior apenas aos biossensores EAu/Cyt C/SDH e GPE/IL/BF, que
empregam ouro, grafeno, entre outros materiais de alto custo. Cabe ressaltar
gue o biossensores que apresentam limites de deteccao inferior apresentam
como elementos de modificagdo materiais de custo elevado, enquanto que o
biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO apresenta como elementos de
modificacdo do eletrodo biopolimeros naturais de baixo custo, apresentando
simplicidade de preparo, e sensibilidade a baixas concentracdes do aditivo
estudado, sendo uma alternativa economicamente vidvel para determinacdo do

sulfito.

3.9 Determinacao Indireta de Sulfito em Amostras de Suco Industrializado.

A determinacdo de sulfito foi realizada em trés amostras de sucos
comerciais, e foi realizada (em triplicata) usando o método de adicdo do padréao
analitico. Na Tabela 3 estdo os valores de sulfito obtidos para 3 amostras de

sucos comerciais, que foram expressos em uM e mg L.

Tabela 3. Concentracdo de sulfito em 3 amostras de sucos industrializados
usando o biosensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO

Amostras de sucos

Concentracao de

Concentracéao de

industrializados Sulfito (UM) sulfito (mg/L)
A 8,031 £ 0,02 0,643 + 0,02
B 9,102 £ 0,01 0,729 £ 0,01
C 3,391 £ 0,01 0,271 +£0,01

Fonte: O autor (2019)

Todas as amostras de suco avaliadas (Tabela 3) possuiam

concentracgéo de sulfito abaixo de 10,0 puM, estando dentro do limite estabelecido

pelas legislagbes nacionais e internacionais.

O Brasil, assim como outros paises, segue as recomendac¢des do Joint

Expert Committee on Food Additives (JECFA) na utilizagdo segura dos aditivos
em alimentos e bebidas, onde a legislacdo permite que sejam utilizados como
limite maximo até 0,02 g/100mL em sucos de fruta (Brasil, 1997; ABIA, 2001;
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Machado et al, 2006). A Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para o uso dos agentes
sulfitantes em alimentos é de 0,7 mg/kg peso corpoéreo/dia, expressa como SOz,
(FAO/WHO, 2007). Assim como A Food and Drug Administration- USA, a Unido
Europeia através do Regulamento (CE) n° 1169/2011 (Comissdo Europeia,
2011) estabeleceu que o dioxido de enxofre e sulfitos em alimentos e bebidas
em concentracdes superiores a 10 mg kg ou 10 mg L™ sdo sujeitos a rotulagem
obrigatéria.

A recuperacdo de diferentes concentracbes de sulfito apos o
enriguecimento de amostras de sucos comerciais também foi testada (Tabela
04). Obteve-se uma boa porcentagem de recuperacdo e, nos casos em que a
porcentagem recuperada foi superior a 100%, deve-se, provavelmente, a

presenca prévia de sulfito nas amostras.

Tabela 4. Recuperacgéo de sulfito em amostras comerciais de suco previamente

enriquecidas

Adicionado (uUM) Recuperacgédo (UM) Recuperacédo (%)
50 5,47 109,40 %
10,0 10,12 101,20 %
20,0 19,22 96,10 %
40,0 37,88 94,70 %

Fonte: O autor (2019)

O estudo de adicdo e recuperacao de sulfito nas amostras de suco
demonstra que ndo houve interferéncia significativa da matriz das amostras na
determinacao de sulfito pelo procedimento analitico proposto, demostrando que
0 biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO € apropriado para determinacédo de

sulfito em amostras de sucos industrializados.

3.10 Teste de Interferentes

Entre as interferéncias que podem ser encontradas durante a analise de
sucos industrializados, destacam-se o0 sorbato de potassio, a sacarose e 0 acido
ascorbico. A resposta do biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO foi investigada

em relacdo a presenca desses interferentes, como mostra a Figura 11.
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Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada obtidos na presenca de diferentes
concentracbes de A) sorbato de potassio, B) sacarose e C) acido ascorbico.
Todos o0s voltamogramas foram obtidos utilizando o biossensor
ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO em solucdo de catecol 1,0 mM solubilizada em
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2. Parametros: ( amplitude 10 mV, frequéncia 20 Hz

e tempo de equilibrio de 10s).
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Biossensor — Biossensor

i/uA
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Fonte: O autor (2019)

O sorbato de potassio (Figura 11A) e a sacarose (Figura 11B) néo
apresentaram potencial para interferir na analise eletroquimica do sulfito. Através
dos resultados percebe-se uma variacdo minima na resposta do sinal analitico,
indicando assim auséncia de interferéncia significativa na determinacao de
sulfito pelo biossensor proposto nas concentracdes avaliadas.

Por outro lado, apés uma adic&o sucessiva de acido ascorbico (Figura
11C), um decréscimo da corrente proporcional a concentracdo de &cido
ascorbico adicionado. Isso ocorre porque o0 acido ascérbico € também um agente
redutor e compete com o sulfito na reacao enzimatica entre a enzima e o catecol
(Sartori et al, 2011). Como todas as amostras de suco industrializados testadas
apresentam acido ascorbico, sugere-se remover este interferente passando-se
a amostra através de uma coluna empacotadora com pepino, como relatado po
FatibelloFilho e Vieira (1997). O acido &scorbico é oxidado a &acido
dehidroascérbico pela enzima ascorbato oxidase, presente em grande

quantidade no pepino.
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4. CONCLUSAO

As nanoparticulas do Mesocarpo de Babacu (MBNPSs), sintetizadas pelo
meétodo de dialise, apresentaram um formato irregular, tamanho médio em torno
de 121,5 nm, PDI 0,254 e potencial zeta -28,1mV. As MBNPs foram empregadas
na constru¢gdo do biossensor ECP/MBNPs/QUIT/GA/PFO a partir com a
adsor¢do do filme multicamadas sobre o eletrodo de carbono grafite pirolitico. A
caracterizacdo eletroquimica do biossensor nos leva a considera-lo eficiente
para deteccao do sulfito em sucos industrializados, sendo obtido um limite de
deteccdo de 0,151 pmol L' e um limite de quantificagdo de 0,452
umol L1, Posteriormente, testes em amostras de sucos comerciais apresentaram
concentracao de sulfito abaixo de 10,0uM, estando dentro que do que preconiza
a legislagéo Internacional sobre a orientagdo da Joint Expert Commitee on Food

Additives que estabelece o limite maximo de 0,002 g/100 mL
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U'SO DE NANOPARTICULAS DO MESOCARPO DO BABACT (ORBIGNTA PHATERATA

MART) COMO FLATAFOEAA PARA ANCORAGEM DE ENTINMAS N
DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES: UM MAFEAMENTO TECNOLQCICO

NANOFPARTICLES F USE MESOCARF BABASST (QRBIGNTYA PHALERATA MART) AS
PFLATFORM FOR ENEYMES IN ANCHORAGE BIOSENSOES DEVELOFMENT: A
MAPPING TECHNOLOGY
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A imobilizards de encimas B consrugdoe de Biprtewtomes forma-te araente pela capacidade
eRIPMAicy de cofalisar com prande ofciencin, rexpser Dioldgicas com alfa sereibilidode e
Seleividade 4 wiillzoode de mumerial RaRnoerTLATadss, KIS coMO RAROPETICNIGS DolimETIoas,
SurEw como @t para aumeniar a giiciencia da imobiiizepae de esimar. Dessa forma, surge
¢ interesIe Na siniese de namaparticwias de mesocarpe do babapn (Orbismya phalerata Maril, por
5@ trarar de um Blopaiimere nonral, arodeg, faciimente enconimado Ra regide nordeste do Pair.
Dimnie do reiatads, o presemte fraboihe propie om esmds prospecive @ respeiic do
desemahimento de um Mostensor comfends g enzima polffenal oxddate como Momocomad
Imebilizada, pela dicmica de automontagem, tobre a supericie de naopartouler polimérioar
geradas o partir do mesocarpo de babagu para detecgde de suifites em produtos aimmenticios, Viro
que fal composios sde courodorer oo reapoes alirEtoar em ndividuol que  SpTeTEniTm
sensihilidede o exte conservanie. Para o mapesmenio cenifice @ tecrolagica, foram reqilzadas
buscar mas bazes de periodices Web of Science, Scopiz ¢ Scieio, @ mos bancas de parenies INPI
Espacenet @ USPTO, para fodas patentes deposiiadas, ¢ ariges publicadar no periode de 2005 a
ageste 2006 4 partir dos artiges @ patendes anaiinados, ConsiTion-oo que of asiados relacionados
a4a metooarpo de babacw tdo escattes, sende que o desemvelvimento de wm Mostenter para
deseccds de sufffie g hae de namaparticedas pelimericas desie Mopolimero come platgfrma para
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