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Resumo

Introdugéo — Extrato parcialmente purificado de banana nanica (Musa acuminata), melhor
fonte de enzima Polifenol oxidase (PFO) [EC.1.14.18.1] (Bonfim et al.®, 2000), foi estudado como
material biocatalitico para a oxidagéo aerdbica dos substratos fendlicos usando um biossensor
amperométrico com PFO imobilizada. Métodos — Foi estudada a extracdo da PFO dessa fonte
(Bonfim et al.?, 2000), a purificacéo parcial desse extrato bruto usando sulfato de aménio (40%),
que precipita 0 excesso de enzimas presentes nesse extrato com posterior didlise (Perone',
2004). A seguir foi determinada a atividade e proteina total nos dois extratos. Um biossensor am-
perométrico foi construido usando 50 U de PFO proveniente do extrato parcialmente purificado
de banana nanica (Perone'®, 2004), imobilizada sobre uma membrana de teflon (Celgard 2400)
com o uso do reagente bifuncional glutaraldeido 2,5% m/V. Apds secagem, essa membrana en-
zimatica foi acoplada na extremidade de um eletrodo de oxigénio. Esse biossensor foi usado na
determinagédo de compostos fendlicos em urina de individuos que consomem drogas metaboli-
zando fendlicos, por amperometria e por espectrofotometria. Resultados — Nas amostras de urina
observou-se que individuos que usam L-dopa apresentaram maior concentragdo de fendlicos
que individuos que usam anfetaminas. Conclusdes — A porcentagem de erro nas amostras estu-
dadas foi menor que 3%, usando extrato bruto (Perone™, 2003) e parcialmente purificado, usan-
do o método padréo espectrofotométrico (Folin-Denis), mostrando a eficiéncia do método ampe-
rométrico empregado, com ou sem purificacdo enzimatica.
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Abstract

Introduction — Partial purificated extract of stunded banana (Musa acuminata), the best source
of enzyme Poliphenol oxidase (PPO) [EC.1.14.18.1] (Bonfim et al®, 2000), was studied as bio-
catalitic material to the aerobic oxidation of phenolics substrates using an amperometry biosen-
sor with PPO immobilized. Methods — The extraction of PPO was studied in the source (Bonfim et
al®, 2000), the partial purification of this crude extract using ammonium sulphate (40%), that
precipitate the enzyme excess presents in this extract with posterior dialysis. After it was
determinated the total activity and proteins in the two extracts. An amperometric biosensor was
builded using 50 U of PPO proceeding of purificated partial extract of stunded banana, immobili-
zed on a Teflon membrane (Celgard 2400), with the use of the reagent glutaraldeyde 2,5% m/V.
After drying, this enzymatic membrane was copled in the extremity of an oxygen electrode. This
biosensor was used in the determination of phenolics in urine samples of persons that use drugs,
metabolizing phenols by amperometry and by spectrophotometry. Results — In the urine samples,
was possible to notice that persons that use L- Dopa shows greather quantity of phenols than
persons that use amphetamines. Conclusions — The percentage of error in the samples studied
was minor that 3%, using the crude extract (Perone'®, 2003) and purificated partialment, using
the spectrophotometric standard method (Folin-Denis), showing the efficiency of the amperome-
tric method used with or without the enzymatic purification.
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Introducéo

Fenol, impropriamente chamado &cido fénico ou car-
bdlico (Corbett*, 1977), pois em realidade, ndo é um &ci-
do, possui importantes derivados como: guaiacol, resor-
cina, hexilresorcinol, hidroquinona (difendis), pirogalol
(trifendis), pentaclorofenol e pentaclorofenolato (haloge-
nados), dinitrofenol (acido picrico) — (nitrogenados);
creosatos (alcoilados); timol, naftol, creolina (cresdis, hi-
drocarbonetos, sabao), lisol (cresois, sabao, potassa,
6leo de linhanca), cloroxilenol etc., além de formas com-
plexas como os horménios sintéticos sexuais.

E um sdlido incolor, cristalizado em forma de agulhas
de odor pronunciado e caracteristico, forte poder causti-
co; ponto de fusédo de 41°C e temperatura de ebulicdo
de 182°C. Deve ser estocado em recipiente bem fechado
(substancia higroscoépica), ao abrigo da luz e a tempera-
tura entre 15 e 25°C (Deichmann e Keplinger®, 1967).

A dose letal para adultos varia de 3 a 10g, para crian-
cas de 0,4 a 1,0g. O valor permitido para a exposi¢cédo
de pessoas que trabalham com compostos fendlicos é
de 10 mg/l (dosagem na urina) (Bastos et al.', 1970).

A absorcao ocorre pela pele e, mais freqUentemente,
por via oral, tendo acentuada acédo sobre o sistema ner-
voso central. No inicio da absor¢&o ocorre uma excita-
¢éo no individuo, que é seguida de depresséo, resultan-
do em insuficiéncia respiratéria e morte.

Ha diminuicdo da pressao arterial, em parte como resul-
tado da acéo vaso depressora central e, principalmente de-
vido a sua ac&o sobre o miocardio e vasos sangUlineos
(Corbett®, 1977). Precipita as proteinas celulares e produz
hemdlise sobre os globulos vermelhos. No figado e rins,
provoca degeneracao, paralisando os rins e causando he-
patite crénica no figado. Em solucdo, coagula as proteinas,
porém, sem combinar-se com elas. Se inalado pode ocor-
rer alucinagdes, tremores, convulsées, fraqueza muscular,
destruicdo do aparelho respiratorio, além de causar edema
pulmonar e até a morte (Corbett!, 1977).

E um poderoso anti-séptico, muito empregado nas praticas
de desinfeccao e certas enfermidades. Dissolvido em gliceri-
na ou azeites, perde grande parte de seu poder caustico e ir-
ritativo. Pode causar intoxicagdes também se usado como
abortivo e como “peeling” quimico (descamacéo da pele),
sem orientacdes médicas (Crammer®, 1970).

Os fendis sdo metabdlitos intermediarios de diversas
drogas como anfetamina, codeina, papaverina. L-dopa
etc. (Post et al.®, 1986).

A Tabela 1 mostra a andlise de alguns dos mais im-
portantes compostos fendlicos, usando a urina e o san-
gue humano, como meio analisador.

Tabela 1. Analise de compostos fenélicos usando como
meio a urina

Exposi¢édo aos

compostos aromaticos Analise Meio
Benzeno Benzeno Sangue
Benzeno Fenol Urina
Tolueno o-cresol Urina
Tolueno Tolueno Sangue
Tolueno Tolueno-diamina Urina

Fonte: Tietz"® (1995).

Fenol e seus derivados s8o absorvidos rapidamente
pelo trato gastrointestinal, transformando-se antes de
ser eliminado. Parte dos fendis conjuga-se com acido
glicurdnico, formando fenilglicuronideo e parte conjuga-
se com &cido sulfurico, formando fenilsulfato. Pode
oxidar-se a quinona, tingindo a urina de verde (Bastos et
al', 1970).

A maior parte dos fendis elimina-se pela urina, meta-
bolizado como fenilsulfato e como fenilglicuronideo, e
também como hidrocatecol e hidroquinol, e ainda pode
eliminar-se em diminuta quantidade como quinona
(Bastos et al.’, 1970).

Principalmente a hidroquinona ou hidroquinol e o pi-
rogalol (derivados metabdlitos da degradacédo do ben-
zeno) sdo menos causticos que o fenol (Deichmann e
Keplinger®, 1967) (Figura 1).

Urina —> Eliminag@o como benzeno e

T como fenol e derivados
Rins
Pulm&o —> Eliminacao como benzeno
/

Benzeno
absorvido

l Figado —» Fenol e derivados
Tecidos

'

Fenol e derivados

Figura 1. Distribuicao e metabolizacdo do benzeno (Post et
al.™, 1986)

O figado metaboliza o benzeno, formando derivados
fendlicos, conjugados com sulfatos e acidos glicurénico
e, assim, eliminando por via renal (Post et al."®, 1986).

O uso de enzimas para propositos analiticos tem sido
limitado devido a certas desvantagens, tais como insta-
bilidade e alto custo dessas enzimas. As solugdes
aquosas de enzimas freqlentemente perdem sua habili-
dade catalitica rapidamente e as enzimas nédo podem
ser recuperadas da solugdo com sua capacidade rege-
nerada. Entretanto, estas dificuldades tém sido supera-
das ou minimizadas pelo desenvolvimento de técnicas
de imobilizacdo de enzimas. A enzima livre € imobiliza-
da (através de ligac&o quimica ou fisica) em uma matriz
a qual retém suas propriedades cataliticas por um tem-
po maior do que a da enzima livre e pode ser usada
continuamente em muitas anélises (Guilbaut™, 1984 e
Fatibello-Filho e Capelato?, 1992).

O termo imobilizagdo significa o confinamento fisico
de moléculas da enzima durante um processo catalitico.

O uso de enzimas como a PFO (extrato bruto ou par-
cialmente purificado) utilizada na forma soluvel ou imo-
bilizada em membranas ou matrizes insoluveis facilitou
as analises quimicas em Laboratério de Quimica Analiti-
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ca de importantes espécies de interesse biologico, far-
macéutico e ambiental.

Para que as analises realizadas se tornassem mais
répidas (principalmente em caso de urgéncia, como in-
toxicacdo de fendis por ingestao ou inalacio), Neujahr"
(1980) desenvolveu um biossensor usando a enzima ca-
tecol 1,2 oxigenase imobilizada sobre uma membrana
de teflon de um eletrodo de oxigénio para determinar
catecol em urina humana e figado de galinha.

Macholan e Shanel" (1977) empregaram a Polifenol
oxidase (sensivel a polifendis) de cogumelos e batatas
(purificada), imobilizada sobre uma membrana de polia-
mida de um eletrodo de oxigénio, para determinar subs-
tratos fendlicos em aguas residuais industriais.

Signori e Fatibello-Filho' (1994) empregaram a Polife-
nol oxidase extraida do extrato bruto de inhame (Aloca-
sia macrorhiza), imobilizada sobre uma membrana de
teflon, tendo como detector um eletrodo de oxigénio,
para determinar substratos fendlicos em aguas resi-
duais industriais.

Perone™ (1996) desenvolveu um biossensor para fe-
noéis usando a enzima Polifenol oxidase extraida do ex-
trato bruto de inhame (Alocasia macrorhiza), imobilizada
em coluna de silica com porosidade controlada, para a
determinacéo de polifendis em diversos tipos de cha.

Bonfim et al.® (2000) e Perone™ (2003) desenvolveram
biossensores para fendis usando a enzima Polifenol oxi-
dase extraida do extrato bruto de banana nanica (Musa
acuminata), imobilizada em membrana de teflon coloca-
da no topo de um eletrodo de oxigénio, para a determi-
nacéao de polifendis em diversos tipos de cha e em urina
humana de pessoas que utilizam drogas que metaboli-
zam compostos fendlicos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um mé-
todo analitico amperométrico para analise de fendis e
seus derivados, usando a enzima Polifenol oxidase par-
cialmente purificada de banana nanica insolubilizada,
para determinacdo desses compostos em amostras de
urina humana. Os valores obtidos foram comparados
com a enzima bruta (Perone*, 2003).

Métodos
Equipamentos

A solucao tampao fosfato 0,1mol/L com pH 6,5, foi
preparada utilizando-se um pH-metro da Analyser mo-
delo 300, para o ajuste e/ou confirmagdo do pH dese-
jado. Para a obtencao do extrato bruto enziméatico foram
utilizados um triturador (liquidificador) e uma centrifuga
da Du Pont Instruments Sorvael, modelo RC-5B Plus,
provida de um rotor com didmetro igual a 23 cm, mode-
lo SS 34 que também foi utilizada para a purificacéo
parcial do extrato bruto de banana nanica com sulfato
de amoénio (40%).

Utilizou-se um espectrofotdmetro da Analyser Orion
modelo VIS 7220, nas medidas de absorbancia para a
determinagao da atividade enzimatica e proteina total no
extrato bruto de banana nanica e no extrato parcialmen-
te purificado e dialisado com sulfato de amdnio (40%). O
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eletrodo amperométrico utilizado para as analises da
melhor quantidade de enzima PFO (parcialmente
purificada) imobilizada, para o pH étimo de imobilizagao
e para a determinacdo de polifendis nas amostras de
urina humana, foi um eletrodo de oxigénio da DIGIMED,
modelo DM-CO1 (célula com termo acoplado), que
consiste de um catodo de Pt e um anodo de Ag/AgCl
com um potencial de polarizacdo de —600 mV. Todas as
medidas amperométricas com o biossensor foram feitas
com um analisador de oxigénio da DIGIMED, modelo
DM-4 V5 (Sao Paulo/S.P.) sob agitagcdo constante, em
célula de vidro de 100 ml termostatizada a 25 + 0,2°C.

O eletrodo de oxigénio foi previamente calibrado em
0% de oxigénio com uma solugdo saturada de bissulfito
de sédio (Carlo Erba) e em 100% de oxigénio com uma
solucéo saturada de ar.

Reagentes e solucoes

Policlar SB-100 (Industria ISP do Brasil Ltda) foi utili-
zado para remocdo de compostos fendlicos naturais do
extrato bruto de banana nanica, através de ligagdes de
ponte de hidrogénio. Age como estabilizador em sucos,
vinhos e cerveja, insollvel em agua, apresentando facil
remogao.

Reagentes de grau analitico foram usados para pre-
parar tamp&o, solugdes padrédo de fendis como catecol
e fenol (Sigma Chemical Co-St. Louis, Mo, USA) e solu-
cao precipitante de proteinas na purificacdo da enzima
Polifenol oxidase como sulfato de amoénio (Merck).

A solucédo de albumina de soro bovino (1%) m/V (Sig-
ma Chemical Co), foi preparada em tampéo fosfato 0,1
mol/L, (pH 7,0) e utilizada como padrao em andlise de
proteina. As solucées de glutaraldeido (2,5%) m/V (Rea-
gen) e do substrato catecol [Sigma Chemical Co (St.
Louis, Mo, USA)] foram preparadas diariamente em
tampé&o fosfato 0,1 mol/L, (pH 7,0).

Todas as solugdes foram preparadas com agua
bidestilada.

Membrana de Teflon (Celgard 2400) foi utilizada como
suporte para a imobilizacdo da enzima com glutaraldeido.

Solugdo de é&cido tanico (Reagen) preparada diaria-
mente foi utilizada como padréo para dosar polifendis.
O reagente de Folin-Denis foi preparado como descrito
por estes autores (Folin-Denis®, 1912).

Amostras de urina de pessoas que consomem dro-
gas que metabolizam fendis, foram empregadas para
analise.

Procedimento analitico
Material biolégico

A banana nanica foi adquirida em supermercados da
regido.

Obtengao do extrato bruto

Cinguenta gramas da fruta, descascados e picados em
pequenos pedacos, foram homogeneizados em liquidifica-
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dor com 100ml de tampao fosfato 0,1 mol/L, pH 6,5, con-
tendo 5,0 g de policlar SB-100 e tempo de contato de 30
minutos (Bonfim et al?, 2000). O polimero foi usado para
remocgdo de compostos fendlicos naturais presentes nesse
extrato, durante o processo. A seguir, o material foi filtrado
em gaze e centrifugado a 14000 r.p.m (rotacdes por
minuto) durante 20 minutos, a 5°C. A solugdo sobrenadan-
te foi armazenada em refrigerador a 4°C e utilizada como
fonte enzimética para medida de atividade, proteina total,
purificacdo parcial da PFO com sulfato de aménio (40%)
(Signori, 1984); e posteriormente na construcdo do bios-
sensor amperométrico (Signori e Fatibello-Filho™, 1994).

Determinacao da atividade da Polifenol oxidase e
proteina total

A atividade da Polifenol oxidase soluvel presente na
banana nanica com e sem purificacdo foi determinada
pela medida de absorbancia em A=410 nm, da melanina
resultante da quinona formada apds reagéo entre 0,2 ml
da soluc&o sobrenadante e 2,8 ml de solu¢do 0,05 mol/L
de catecol em tampé&o fosfato 0,1 mol/L , pH 6,5 a 25°C
(Signori'’, 1984 e Signori e Fatibello-Filho™®, 1994). A rea-
cao foi monitorada durante 2 minutos (Bergmeyer et al?,
1974) tempo necessario para atingir V.

Uma unidade de atividade é definida como a quanti-
dade de enzima que causa o aumento de 0,001 unida-
des de absorbéncia por minuto nas condi¢des men-
cionadas acima.

a=AAx 60 x 1000
At X d X Vamosva

onde: a= atividade (u/ml)
AA= variagéo de absorbancia
At = variagdo de tempo (min.)
d= didmetro da cubeta
V. mosra = VOluMe da amostra (ml)

A proteina total das soluges sobrenadantes foi deter-
minada pelo método do biureto (Gornael et al®,1949). O
procedimento experimental € simples e econémico; o sul-
fato de cobre dissolvido em solugéo alcalina é adicionado
a proteina. Esta reacao é caracterizada pela formacgéo de
fon complexo, no qual cada atomo de cobre esta ligado a
quatro nitrogénios peptidicos. Estes complexos de coor-
denagédo produzem uma cor azul que é medida espec-
trofotometricamente a 540 nm. A curva padréo foi cons-
truida empregando-se albumina de soro bovino.

Precipitacdo de proteinas do extrato bruto de banana
nanica com sulfato de aménio (40%) e dialise

Nesta precipitacao foi utilizado 50,0 ml de extrato bru-
to com sulfato de amoénio 40% (Perone™, 2004). O sul-
fato de aménio foi adicionado lentamente, com agitacéo
constante, e deixado em repouso por 30 minutos. O
precipitado foi dissolvido em tampéao fosfato 0,01 mol/L
pH 6,5, centrifugado a 14.000 r.p.m., a 5°C e dialisado
(Perone®, 2004).

A seguir foi determinada a atividade (Bergmeyer et

al?, 1974) e o teor de proteina total (Gornael et al.®,
1949) na solucéo.

Método de imobilizagdo da enzima PFO com reagente
bifuncional (glutaraldeido-C;H,0.)

Um dos métodos mais empregados para a imobiliza-
¢éo de enzimas é aquele que promove a ligagao cova-
lente desta proteina com um reagente bifuncional como
glutaraldeido, levando assim, a insolubilizacdo da enzi-
ma, sem a perda de sua atividade catalitica. O aldeido
bifuncional é o reagente mais utilizado para este tipo de
imobilizac&o (Fatibello-Filho e Capelato?, 1992).

Preparacdo do biossensor de banana nanica (extrato
parcialmente purificado)

Uma membrana de Teflon (Celgard 2400) foi utilizada
como suporte para a imobilizacdo da PFO presente no
extrato parcialmente purificado de banana nanica.

A area circular da membrana foi coberta com 50 uni-
dades de solugdo de PFO proveniente do extrato par-
cialmente purificado de banana nanica e glutaraldeido
2,5% m/V, na mesma proporcao (Perone', 2004).

A membrana foi seca em um dessecador a 4°C e esto-
cada em tampé&o fosfato 0,1 mol/L, pH 7,0 [melhor pH de
imobilizacao (Perone™, 2004)], na mesma temperatura.

Para efetuar as medidas amperométricas, a membra-
na foi colocada na extremidade do eletrodo de oxigénio
e fixada com um anel de borracha. O biossensor foi utili-
zado para medidas amperométricas em "batelada”.

Preparagdo das amostras de urina humana de individuos
que consomem drogas como anfetaminas, L-dopa efc,
que degradam formando metabdlitos fendlicos

Foram coletados 25 ml de urina humana em frascos
esterilizados, de individuos com a caracteristica acima,
para as analises amperométricas e espectrofotométri-
cas. As anédlises foram realizadas em um periodo de 2
horas apds a coleta, sendo que durante esse periodo de
transporte e preparagao foram conservadas a 4°C, até o
momento da andlise.

Métodos de determinacdao — Amperometria
Determinac¢do da concentracéo de substratos fendlicos

O eletrodo de oxigénio com a membrana enzimatica
(biossensor) foi colocado em uma célula de vidro con-
tendo 50 ml de solugdo tampao 0,1 mol/L, pH 7,0 (Pe-
rone', 2004), a 25°C. Apos a estabilizagao de corrente,
adicionaram-se volumes crescentes de solugdo 10 mM
(10-1000 pl) do substrato fendlico catecol em intervalos
de 1 minuto entre cada adi¢&o, com agitagao constante.
A adicdo do substrato causa uma diminuicdo na con-
centragdo de O, com consequlente diminuigdo da cor-
rente de reducdo desta espécie.

Apos a adicdo total do substrato (curva padrdo), foram
adicionados 300 pl de urina humana. Foi feita uma curva
padréo unica para cada amostra de urina coletada e
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para cada amostra de cha utilizado. Apds a anélise am-
perométrica foi realizada a espectrofotométrica (padrao)
usando Folin-Denis® (1912) para cada amostra estudada.

Determinagéo de fendis totais — Folin-Denis

O reagente de Folin-Denis foi preparado como descri-
to pelo autor (Folin-Denis®, 1912). A curva padréo é pre-
parada utilizando-se aliquotas de 0-10 ml de acido tani-
co (0,1 mg/L), 5 ml do reagente de Folin-Denis € 10 ml
de bicarbonato de sdédio (solugdo saturada), em balédo
de 100 ml. Apds 30 minutos determina-se a absorban-
cia a 760 nm.

A cor azul-esverdeada produzida neste método € re-
sultado de uma reacédo colorimétrica, envolvendo a re-
ducé&o do éacido fosfomolibdico-fosfotungstico por com-
postos fendlicos. A intensidade da cor produzida é de-
pendente da quantidade de compostos fendlicos pre-
sentes na amostra.

Resultados e Discussao

Determinacdo da atividade da Polifenol oxidase e protei-
na total no extrato bruto e parcialmente purificado de ba-
nana nanica

O extrato parcialmente purificado de banana nanica
foi estudado como material biocatalitico para a oxida-
¢ao do substrato fendlico (catecol).

A Tabela 2 mostra as atividades (unidades/ml), en-
contradas nesses extratos, a proteina total (mg/ml) e
atividade especifica (unidades de PFO/mg de
proteina total).

A curva de calibragédo de proteina total usando albu-
mina de soro bovino, encontra-se na Figura 2.
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Figura 2. Curva de calibracdo para determinacao de protei-
na total utilizando albumina de soro bovino como
padrao
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Analise de amostras de urina humana usando o biossen-
sor de extrato parcialmente purificado de PFO prove-
niente de banana nanica

Imobilizando 50 unidades de enzima PFO parcialmente
purificada (Perone™, 2004), determinou-se curvas am-
perométricas analiticas tipicas para fendis usando esse
biossensor para cada amostra de urina humana coletada.

Para testar a validade do método desenvolvido utili-
ZOu-se um método espectrofotométrico de absorgdo mo-
lecular (Folin-Denis®, 1912). Os valores encontrados na
determinacao de alguns compostos fendlicos na urina,
foram comparados com os determinados por (Tietz™,
1995).

Determinacdo de fenéis com biossensor amperomé-
trico de extrato parcialmente purificado de PFO de
banana nanica

Analise de fendis em amostras de urina de individuos
que consomem drogas que degradam formando metabo-
litos fendlicos

Usando 50 unidades de PFO imobilizada do extrato
parcialmente purificado e pH de imobilizacdo de 7,0
(Perone™, 2004); determinou-se curvas amperométricas
analiticas tipicas para fenodis usando esse biossensor,
verificando uma resposta relativa maior para o substrato
catecol comparado com outros fenois (Perone®™, 2004);
fato observado também com o extrato bruto (Perone™,
2003). Os resultados obtidos com as amostras de urina,
estdo representados na Tabela 3. Os erros relativos (%)
encontrados, apresentaram valores pequenos (< 3%),
demonstrando a validade e eficiéncia do método ampe-
romeétrico empregado.

O que se pode verificar no método amperométrico
proposto é que individuos que ndo consomem drogas
que metabolizam compostos fendlicos apresentaram
resultado de andlise de fenol na urina inferior ao resul-
tado de individuos que consomem drogas que formam
metabdlitos fendlicos.

Pode-se verificar também que individuos que conso-
mem L-dopa apresentaram resultado de fenol na urina
superior aos resultados apresentados por individuos que
consomem anfetaminas. Isso pode ser explicado no fato
em que a dopamina deve formar maior quantidade de
metabdlitos fendlicos que a anfetamina. Os resultados
obtidos com o biossensor de PFO parcialmente purificada
de banana nanica, concordam com aqueles obtidos com
0 biossensor de extrato bruto de PFO (Perone™', 2003,
2004) e também com a literatura (Tietz', 1995 — Tabela 2)
mostrando assim, a compatibilidade do método proposto
usando os dois tipos de biossensores.

Conclusoes

1. A aplicabilidade desse biossensor foi comprovada
nas analises de amostras de urina de individuos que
consomem drogas que metabolizam compostos fendlicos.

2. Os valores encontrados para fendis nas amostras
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Tabela 2. Atividade, proteina total e atividade especifica da Polifenol oxidase encontrada no extrato bruto e parcialmente purifi-

cado de banana nanica

Material Atividade (u/ml) Proteina Atividade especifica
total (mg/ml) (u/mg de proteina)

Extrato bruto de 9400 10,5 895

banana nanica

Extrato parcialmente

purificado de banana

nanica com sulfato 60000 7,20 8333

de amonio

Dialise 50340 5,80 8679

Enzina pura ¢ 2400

(cogumelo)

Enzima purificada ¥ 1075 23,0 47

(cogumelo)

& Sigma; ¥ (Macholan e Shanel', 1977).

Tabela 3. Analise de fen6is em amostras de urina de individuos que consomem drogas que degradam formando metabdlitos
fendlicos; por espectrofotometria (Folin-Denis®, 1912) e pelo método amperométrico usando o biossensor de extrato
parcialmente purificado de PFO de banana nanica, em “batelada”

Amostras Concentragao de fenodis (mg/L) Erro relativo
Espectrofotométrico Amperométrico (%)
Individuo A* 1,20 + 0,03** 1,23 £ 0,03 2,5
Individuo B* 1,18 £ 0,02 1,20 + 0,04 1,7
Individuo C ¥ 5,38 + 0,03 5,51 + 0,02 2,4
Individuo D ¥ 5,61 + 0,03 5,75 + 0,03 2,5
Individuo E * 5,00 £ 0,04 5,13 £ 0,02 2,6
Individuo F ¢ 4,86 + 0,02 4,98 + 0,03 2,5

** desvio padréo da média com grau de confianca de 95%, paran = 3.

Onde: (*) pessoas que ndo consomem drogas que formam metabdlitos fendlicos; () pessoas que consomem L-dopa; (#) pessoas que consomem anfetaminas

de urina humana concordam com os valores apresen-
tados por Bonfim et al.®* 2000 e Perone™*, 2003, 2004,
conseqlentemente mostram a eficiéncia do método
amperométrico proposto, usando biossensor de
extrato bruto e/fou de extrato parcialmente purificado
de PFO. Os resultados obtidos também séo
compativeis com aqueles apresentados por Tietz'"
(1995) em urina humana.

3. Comparando-se o biossensor de extrato bruto de
PFO com o de extrato parcialmente purificado de bana-
na nanica observou-se um aumento nos valores de
porcentagem de erro relativo (nas amostras de urina hu-
mana estudadas), para este Ultimo.

4. A vantagem de se usar o biossensor de extrato
parcialmente purificado esta na quantidade de enzima
a ser imobilizada; 50 unidades a menos que o de
extrato bruto (Bonfim et al.?, 2000, Perone', 2004),
entretanto o tempo de purificagcdo € longo. Assim,

concluiu-se que para trabalhos futuros podera ser
utilizado o biossensor de extrato bruto para futuras
determinacfes amperométricas ao invés do purificado
pois, diminui o tempo de analise, sem perda de
deteccéo.

5. Esses métodos amperométricos desenvolvidos
podem ser utilizados como métodos alternativos rapi-
dos, praticos e de baixo custo para a analise e/ou moni-
toramento de fendis em diversas amostras, quando
comparados com métodos cromatogréaficos ou espec-
trofotométricos.
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