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Introducéao

A enzima peroxidase tem sido utilizada na
construcdo de biossensores de afinidade por manter
uma resposta estavel, por longos periodos de tempo
a temperatura ambiente e em um amplo intervalo de
pH além de ser relativamente de baixo custo
financeiro.

Para melhorar a velocidade de transferéncia
eletrénica quando a enzima sofre a reacdo redox com
0 peroxido de hidrogénio, emprega-se um mediador
de elétrons, sendo que este deve reagir rapidamente
com a peroxidase oxidada.

O &cido 5-amino salicilico (5-ASA) tem sido usado
como substrato ndo-carcinogéneo para a enzima
peroxidase (HRP) em imunoensaios enzimaticos com
detecgéo Otica, potenciométrica e amperométrica’.

O presente trabalho apresenta uma comparagéao
do monitoramento da atividade da enzima peroxidase
em solucéo utilizando 0 acido
5-amino salicilico e o iodeto de potassio como
mediadores redox.

Resultados e Discussao

Os experimentos de voltametria e amperometria
(potenciostato/galvanostato EG&G mod.263 ) foram
realizados utilizando grafite, Ag/AgCl e fio de platina
como eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar,
respectivamente.

Para a otimizacdo dos sistemas de substratos
(5-ASA/ H,0, ambos em 1x10° mol L* KI/ H,0,
3x10° e 1x10° mol L% respectivamente) no
monitoramento da atividade da enzima peroxidase em
solucdo, foram avaliados os parametros: potencial
aplicado na técnica amperométrica, valor do pH do
eletrélito de suporte e tempo de incubacdo dos
eletrodos nas solu¢des dos substratos antes das
medidas.

A Tabela 1 mostra uma comparacdo dos valores
obtidos bem como a diferenca entre a intensidade de
corrente obtida quando na auséncia e presenca da
HRP para ambos os sistemas.

O sistema 5ASA/H,0, apresentou um menor do
potencial de reducdo (-0,125V) em relacdo ao
sistema KI/H,0, (-0,450V), minimizando a influéncia
de eventuais interferentes.
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A resposta eletroanalitica para o sistema HO./KI &,
significantemente, influenciada a baixos valores de pH
(< 6,0), uma vez que se observou um aumento da
intensidade de corrente catddica na auséncia da
enzima HRP em solucdo tampéao acetato de sédio pH
5,6%

Tabela 1. Comparagdo entre o0s sistemas de
monitoramento da reacdo catalisada pela enzima
HRP.

Parametros Substratos Enziméticos
H,O,/KI 5-ASA/H,0,
Potencial aplicado -0,450 V -0,125V
pH 6,9 5,0
Tempo de incubacéo 15 min 2 min
| do branco (A) -1,27mA -0,019 nA
| para 1,0 U mL™* HRP -2,06mA -2,88 mA
(B)
(B)-(A) -0,79 mA -2,86 mA

O monitoramento da enzima peroxidase pelo
sistema 5ASA/H,0, pode ser efetuado com apenas
dois minutos de incubacao, diminuindo,
consideravelmente o tempo total de analise.

O sistema 5-ASA/H,O, apresenta uma corrente
residual menor que o sistema KI/H,O,, aumentando a
sensibilidade do método; o valor de intensidade de
corrente para o sistema 5ASA/HO, (-2,86 nA) foi,
aproximadamente, 4 vezes superior ao H,O./KI
(-0,79 mA) na presenca de 1,0 unidade HRP mL™.

Conclusdes

O emprego do 5ASA mostrou-se mais eficiente
do que KI como mediador da enzima HRP.
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