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Desenvolvimento de biossensor eletroquimico:
sintese, caracterizacao e interacao do
peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, com Cu(ll)

Resumo

O monitoramento das concentracdoes de metais toxicos, atualmente, é realizado
por técnicas espectroscoépicas de grande porte e de alto custo, nao sendo possivel,
portanto, fazer andlises em tempo real no campo. Os biossensores aparecem
como uma solucao possivel para atender essa necessidade, pois, além de serem
portateis, possuem a capacidade de fazer uma estimativa da biodisponibilidade
dos ions metalicos. O fragmento peptidico H-VNITKQHTVTTTT-NH,, utilizado
como elemento biolégico de reconhecimento no desenvolvimento do biossensor,
faz parte do sitio de reconhecimento a Cu(ll) do prion e foi obtido pelo método da
sintese em fase sdlida. Depois de completada a sintese, parte da peptidil-resina

foi separada e ligada ao derivado do aminoéacido cisteina e a outra parte teve o
grupo N-terminal acetilado com Ac,0. Os voltamogramas de redissolugdo anddica
de pulso diferencial obtidos para Cu(ll), em tampao B-R pH 7,40, na auséncia

e na presenca do Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,, atestaram a interagéo entre essas
duas espécies quimicas. Por meio do ponto de equivaléncia da curva de titulacdo
amperomeétrica obtida, calculou-se a estequiometria do complexo (1Cuf(ll): 1 Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH,), resultado este coincidente com a literatura. Determinou-se
o Kd, para o sistema Cu(II)—Ac—VNITKOHTVTTTT—NH2 (1,56 x 10 mol L"), cujo
valor obtido demonstra a estabilidade do complexo formado entre as duas espécies.
Foram calculados os valores de E° para as espécies Cu(l) (-0,53 V) e Cu(ll)

(-0,11 V) complexadas com o peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,,. Os resultados
apresentados mostram a viabilidade do desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico a base do peptideo H-CVNITKQHTVTTTT-NH, e sua utilizagéo
posterior na determinacado de Cu(ll) em amostras ambientais e de alimentos.

Palavras-chave: biossensor, peptideo do prion, cobre, peptideo sintético, voltametria
de redissolucao anddica.

Introducao

Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de organismos,
desde as bactérias até mesmo o ser humano, mas eles podem danificar sistemas
biolégicos se estiverem em altas concentracdes. Acredita-se que 0os metais
talvez sejam os agentes téxicos mais conhecidos pelo homem. Os efeitos
téxicos dos metais sempre foram considerados como eventos de curto prazo,
agudos e evidentes, como a anuria (auséncia da producdo de urina) e a diarréia
sanguinolenta, decorrentes da ingestdao de mercurio. Atualmente, ocorréncias

a médio e longo prazo sao observadas, e as relagdes causa-efeito sdo pouco
evidentes e quase sempre subclinicas. Geralmente esses efeitos sao dificeis de
serem distinguidos e perdem em especificidade, pois podem ser provocados por
outras substancias téxicas ou por interacdes entre esses agentes quimicos. A
manifestacao dos efeitos téxicos esta associada a dose e pode distribuir-se por
todo o organismo, afetando véarios 6rgaos, alterando os processos bioquimicos,
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organelas e membranas celulares. A exposicao
humana aos metais téxicos pelo meio ambiente

tem aumentado muito durante os ultimos 50 anos.
Por exemplo, o uso repetido de fungicidas a base

de cobre (Cu) nos cafeeiros, para o controle de
doencas, tem resultado em maior teor de Cu nos
solos e vegetacao elevando os niveis de poluicao
(LOLAND e SINGH, 2004). A acumulacao de Cu nos
solos ocorre devido a sua interagdao com ligantes
difusores, com macromoléculas e com ligantes
presentes em membranas, o que lhe confere as
propriedades de bioacumulagcao na cadeia alimentar
e persisténcia no ambiente. A bioacumulacao
encarrega-se de transformar concentracdes
consideradas normais em concentracoes téxicas
para diferentes espécies da biota e para o homem.
A persisténcia garante o efeito ao longo do tempo
ou de longo prazo, mesmo depois de interrompidas
as emissdes. Dessa forma, o cobre sera absorvido
pelas plantas e ingerido pelos animais e entrard na
alimentacao humana por meio do consumo de carne,
leite e peixes, causando sérios problemas a saude.
A dose diaria recomendada de cobre nas dietas é de
2 a 3 mg. No entanto, em concentracdes elevadas,
este metal podera ser pré-oxidante e, portanto,
toéxico. Em animais, a deficiéncia desse metal resulta
na incapacidade de aproveitar o ferro armazenado
no figado, e o animal passa, portanto, a sofrer de
anemia. Ja grandes quantidades deste elemento
podem causar disturbios como a Doenca de Wilson.
Neste contexto, o monitoramento das concentracoes
desse metal é essencial para avaliar seus niveis de
toxicidade. No Brasil, a grande producéao e o elevado
consumo de café tornam este produto essencial
para caracterizacao, seja em relacdo a qualidade

ou a origem geografica. Essa caracterizacao

tem sido realizada por meio da determinacao de
elementos-tracos, em particular do cobre (Cu). Os
niveis de Cu determinados em graos de café variam
entre 11 e 24 mg/Kg, o que pode ser considerado
elevado quando comparado a outros alimentos.
Atualmente, esse monitoramento é realizado por
técnicas espectroscoépicas de grande porte e de alto
custo (espectroscopia de absorcdo atémica - AAS e
espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado - ICP-MS), nao sendo possivel, portanto,
fazer anédlises em campo, em tempo real, e evitar
que acdes governamentais levem muito tempo para
serem tomadas se as concentracdes excederem

os limites maximos permitidos. Os sensores
eletroguimicos aparecem como uma alternativa
possivel para atender essa necessidade, pois

permitem a analise em campo de varios ions devido
ao seu pequeno porte, poucos requisitos de poténcia
e, em alguns casos, a necessidade de pouco ou
nenhum tratamento prévio da amostra.

A maior parte dos estudos de eletrodos
quimicamente modificados para a deteccao de ions
metélicos envolve ligantes macrociclicos como
elementos de reconhecimento. Na natureza, porém,
a interacdao de metais com peptideos ocorre com

alto grau de seletividade, maior do que com ligantes
macrociclicos (SIGEL e MARTIN, 1982; LICINI e
SCRIMIN, 2003). Considerando o desenvolvimento
de biossensores que utilizam moléculas bioldgicas
como elementos de reconhecimento e a extensa
literatura sobre a complexacao de ions metalicos
com peptideos e proteinas (DE CASTRO et al., 2000,
2002, 2003a, 2003b), é surpreendente que poucos
estudos tenham sido conduzidos até o momento para
o desenvolvimento de eletrodos solidos baseados em
peptideos para a determinacao de metais.

Os estudos existentes utilizam eletrodos de ouro,
carbono vitreo e grafite como transdutores de sinal
(eletrodos-base), enquanto o aminoéacido L-Cys ou
os peptideos angiotensina I, GGH e HSQKVF sao os
elementos de reconhecimento dos ions Cd(ll), Pb(ll) e
Cu(ll). Limites de deteccado da ordem de 10° mol L™
tém sido geralmente determinados para os metais.

A interferéncia de outros metais — Ni(ll), Zn(ll),
Cr(l11), Ba(ll), Cd(ll), Pb(ll) e Cu(ll) — sobre o ion
metalico de interesse também tem sido investigada e
na maioria dos casos os efeitos foram considerados
insignificantes (ARRIGAN e LE BIHAN, 1999; LIU

et al.,, 1999, 2007; YANG et al., 2001a; CHOW et
al., 2005a, 2005b, 2005¢c, 2005d, 2006). Alguns
dos biossensores desenvolvidos foram aplicados
com sucesso para a determinacao de metais em
amostras reais. Chow et al. (2005a) demonstraram
a aplicabilidade de um eletrodo de ouro modificado
com angiotensina | na determinacao de chumbo

no lago Bedford, na Australia. Liu et al. (1999)
utilizaram um eletrodo de ouro modificado com L-Cys
para determinar cobre em amostras certificadas de
agua de rio e mar. Concentracdes baixas de cobre
também foram determinadas em agua potavel,
utilizando um eletrodo de ouro modificado com
L-Cys, por Yang et al. (2001b).

O fragmento peptidico VNITKQHTVTTTT é um dos
sitios de ligacao para ions cobre(ll) do Prion, proteina
presente no tecido nervoso da maioria dos mamiferos,
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que é responsavel por um conjunto de doencas
denominadas de Encefalopatias Espongiformes
(GAGGELLI et al., 2006). A modificacao quimica
desse fragmento peptidico com um grupo sulfidrila
(H-CVNITKQHTVTTTT-NH,) torna-o um elemento
biolégico de reconhecimento potencial para o
desenvolvimento de biossensores que utilizam o
eletrodo de ouro como transdutor de sinal para
deteccdo e quantificacdo de cobre. O objetivo deste
trabalho é realizar a sintese e a caracterizacao do
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, e estudar sua interacdo
com ions Cu(ll), em meio semelhante ao fisioldgico,
por voltametria de redissolugcado anddica (ASV), para
posterior utilizacdo deste peptideo na construcao
de um biossensor para determinacao de Cu(ll) em
amostras ambientais e de alimentos.

Materiais e métodos

Os peptideos Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, e
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, foram sintetizados por
meio da metodologia de acoplamento/desprotecao
9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc). A estratégia
utilizada na sintese em fase sélida dos peptideos
consistiu inicialmente na desprotecdao de uma
extremidade aminica do suporte polimérico (Rink
Amide-MBHA Resin, 0,52 mmol g, Peptides
international) utilizando-se como reagente uma
solucao de 4-metilpiperidina (Merck) a 20% em
volume em N,N-dimetilformamida (DMF, Carlo Erba)
e acoplamento posterior de um Fmoc-aminoacido
(com a cadeia lateral devidamente protegida, quando
necessario) na extremidade aminica desprotegida,
utilizando-se como reagentes para a ativacao do
grupo carboxila os compostos tetrafluoroborato

de [benzotriazol-1-iloxi(dimetilamino) metilideno]-
dimetilazanio) (TBTU, Merck), 1-hidroxibenzotriazola
(HOBt, NovaBiochem) e N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA, Sigma), dissolvidos em N,N-
dimetilformamida (DMF, Vetec) e diclorometano
(Vetec). As etapas de desprotecao e acoplamento
foram repetidas alternadamente até a adicdo do
derivado de aminoéacido N-terminal e desprotecao do
grupamento Fmoc amino-terminal. Ao completar a
sintese, os peptideos foram submetidos a etapa de
clivagem, na qual o suporte polimérico e seus grupos
protetores foram removidos por meio da reacao com
acido trifluoroacético (TFA, Sigma) e nucledfilos
sequestradores de carbocations — por exemplo,
etanoditiol (Sigma), metilfenilsulfeto (Sigma), fenol
(Sigma) e triisopropilsilano (Sigma). Apés uma hora
e trinta min. de reacao, borbulhou-se nitrogénio

Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, com Cuf(ll)

até a completa evaporacado do TFA. Em seguida,
lavagens foram conduzidas com éter diisopropilico
(Vetec) gelado para a extracao dos subprodutos

de reacdo entre os carbocéations formados e os
nucledfilos adicionados, sendo o peptideo recolhido
por filtracao em funil de placa porosa. Conduziu-

se, entao, a solubilizacao do peptideo com solucao
aquosa de acetonitrila (ACN, J.T. Baker) a 50%

(em volume). A solucao foi recolhida por filtracao

e liofilizada. Os peptideos foram purificados por
cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC),
utilizando-se o cromatégrafo liquido LC 10 (Shimadzu)
e uma coluna semipreparativa (Zorbax Agilen,

250x 10 mm, 5 ym), fluxo de 2,5 mL min."!, sob
temperatura de 22°C. O gradiente de variacao

de composicao da fase mével foi o seguinte:
(H,O0:ACN:TFA, 95:5:0,1; v:v:v) por 5 min.;
(HZO:ACN:TFA, 95:5:0,1; v:v:iv) a (HZO:ACN:TFA,
5:95:0,1; v:v:v) em 90 min. e deteccdoes em 216

e 280 nm. As fracdes cromatograficas atribuidas
aos peptideos Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, e
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, foram verificadas por
espectrometria de massa em modalidade MALDI-ToF,
utilizando-se o espectrometro de massa Ultraflex Il
(Bruker Daltonics) nas seguintes condicdes analiticas
e instrumentais: voltagem de aceleracao de 25 kV;
pressdes na fonte de ions e no detector de 5,0 x 10°
e 2,0 x 107 mBar; e acido a-ciano-4-hidroxicindmico
como matriz. Os valores de massas moleculares
obtidos experimentalmente para os peptideos

foram comparados as massas moleculares tedricas.
Determinou-se a concentracado da solucado aquosa
do peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, por meio de
medidas de absorbancia (205, 215 e 225 nm) de
solucoes aquosas, utilizando-se o espectrofotémetro
modelo UV-mini 1240 (Shimadzu) e o método de
Murphy e Kies (1960).

Realizou-se o estudo eletroquimico com a utilizacao
do analisador voltamétrico 797 VA Computrace
(Metrohm) e uma célula eletroquimica composta pelo
eletrodo de mercurio gota pendente (HMDE) (eletrodo
de trabalho), eletrodo Ag/AgCl (KCI 3 mol L")
(eletrodo de referéncia) e eletrodo de platina (eletrodo
auxiliar). As medidas voltamétricas de redissolucao
anddica de pulso diferencial foram realizadas em
triplicatas, apds o borbulhamento de N, durante 5
min. para o eletrdlito suporte e 1 min. apds as adicoes
do Cu(ll) e do peptideo, no intervalo de potencial

de -0,60 V (potencial inicial, E) a 0,05 V (potencial
final, E), velocidade de varredura (v) de 50 mV s,
potencial de deposicédo (E ) de -1,20 V e tempo
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de deposigdo (t,) de 60 s. Realizou-se o estudo da Os 464 mg restantes tiveram o grupo N-terminal
interacdo do peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, acetilado com anidrido acético (Ac,0) (Merck).
com o fon Cu(ll), utilizando-se a ASV, por meio de Apés a etapa de clivagem, obtiveram-se 72 mg do
adicGes sucessivas de 20 uL do peptideo 7,2 x 10°® peptideo H-CVNITKQHTVTTTT-NH, e 70 mg do
mol L, até a complexacdo de todo o Cuf(ll) na célula peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. Observaram-
eletroquimica contendo 10 mL de tamp&o Britton- se dois compostos principais (32,5 e 35,0 min.)
Robinson (B-R) pH 7,40 (4cido fosférico Sigma 4,0 no cromatograma obtido para o peptideo Ac-

x 102 mol L', 4cido acético Vetec 4,0 x 102 mol VNITKQHTVTTTT-NH, (Figura 1), correspondentes a
L, 4cido bérico Sigma 4,0 x 102 mol L, hidréxido produtos com absorbéncia a 216 nm.

de sddio Sigma 2 mol L' para ajustar o valor do

pH) e 100 uL de Cu(ll) Fluka 1,0 x 10 mol L. A fracdo cromatogréafica de 32,5 min., observada
Com base nos voltamogramas obtidos, calculou-se no cromatograma da Figura 1, foi atribuida ao

a estequiometria, a constante de dissociagédo (K, peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, por meio da
do complexo Cu(l|)-AC—VN|TKOHTVTTTT-NH2 e os espectrometria de massa, modalidade MALDI-ToF
(Figura 2). Observou-se um Unico ion principal
(correspondente a m/z = 1484,9) no espectro

de massa. Esse ion refere-se ao peptideo Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH2 sintetizado, uma vez que o

potenciais padroes de reducao das espécies Cul(l) e
Cu(ll) complexadas ao peptideo (E%).

Resultados e discussao valor de massa molecular experimental coincide com
o valor de massa molecular teérico do peptideo (MM
Partindo-se de 0,15 mmol (288 mg) de resina (Rink = 1483,9 Da, calculada a partir de m/z = 1484,9
Amide-MBHA Resin, 0,52 mmol g'), obtiveram-se com z = 1). Os resultados mostram que a sintese do
928 mg do peptidil-resina H-VNITKQHTVTTTT-NH- peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, foi satisfatéria e
Resina. Uma parte (464 mg) foi separada e ligada ao que ele apresenta grau de pureza adequado para os
derivado do aminodacido cisteina (Fmoc-Cys(Trt)-OH). testes de interagdo com o ion Cu(ll) por ASV.
3,0
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25 \ 80
] 70
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— 60
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=15 ] > 3,
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Figura 1. Cromatograma do peptideo bruto Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. Em vermelho, absorcédo em 216 nm; em azul, absorgdo em 280 nm;
em preto, gradiente de concentracédo do solvente B (solucdo de TFA a 0,1% em ACN). Coluna semipreparativa (250 x 10 mm, 5,0 ym,
Zorbax Agilent), fluxo a 2,5 mL min', Temperatura 22°C, gradiente (H,0:ACN:TFA, 95:5:0,1; v:v:v) por 5 min; (H,0:ACN:TFA, 95:5:0,1;
viviv) a (H,0:ACN:TFA, 5:95:0,1; viv:v) em 90 min.
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Figura 2. Espectro de MALDI-ToF/MS (Bruker Ultraflex Il1)
para a fracdo cromatogréafica correspondente ao peptideo
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, purificado. Condigdes analiticas e
instrumentais: 25 kV; pressdes na fonte de ions e no detector: 5,0

x 10°% e 2,0 x 107 mBar; matriz: acido 0-ciano-4-hidroxicindmico.

Observaram-se trés compostos principais
(correspondentes a produtos com 30,0; 31,0
e 32,5 min.) no cromatograma obtido para
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, (Figura 3).

Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, com Cuf(ll)

As fracdes cromatograficas de 30,0 min., 31,0
min. e 32,5 min. observadas no cromatograma

da Figura 3 foram atribuidas ao peptideo
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, por meio da
espectrometria de massa, modalidade MALDI-ToF.
Observaram-se dois fons no espectro de massa
obtido para as fracoes cromatograficas do peptideo
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, (Figura 4). O primeiro
produto (m/z = 1546,8) refere-se ao peptideo
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, sintetizado, uma vez
que o valor de massa molecular experimental
coincide com o valor de massa molecular tedrico
do peptideo (MM = 1544,8 Da, calculada a partir
de m/z = 1545,8 com z = 1). O segundo produto
observado em m/z = 3090,6 representa o peptideo
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, na forma dimerizada por
meio de ligacao dissulfeto.

Ensaios de interacao do peptideo Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH, com o Cu(ll) foram realizados
por ASV. A Figura 5 mostra os voltamogramas de
redissolucao anddica de pulso diferencial obtidos
para 100 uL de Cul(ll) 1,0 x 10* mol L', em 10 mL
de tampao B-R pH 7,40, na auséncia e na presenca
do Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, 7,2 x 10° mol L.

B|1J1U0)dTY %

3,0
90
2,5 N, 80
70
2,0 b
—_ 60
< 1
)
~ 1,5 50
»
0 £
<
40
1,0 /-
i 30
0,5 20
L/\_/IJ\LMJ\/\ 10
0,0
2,5 7,5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5 37,5
Minutos

Figura 3. Cromatograma do peptideo bruto H-CVNITKQHTVTTTT-NH,. Em vermelho, absorcéo em 216 nm; em azul, absor¢do em 280 nm;

em preto, gradiente de concentracdo do solvente B (solucdo de TFA a 0,1% em ACN). Coluna semipreparativa (250 x 10 mm, 5,0 ym,
Zorbax Agilent), fluxo a 2,5 mL min™', temperatura 22°C, gradiente (H,0:ACN:TFA, 95:5:0,1; v:v:v) por 5 min; (H,0:ACN:TFA, 95:5:0,1;

viviv) a (H,0:ACN:TFA, 5:95:0,1; viviv) em 90 min.
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Figura 4. Espectro de MALDI-ToF/MS (Bruker Ultraflex Ill)
para a fracdo cromatogréafica correspondente ao peptideo
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, purificado. Condicdes analiticas e
instrumentais: 25 kV; press6es na fonte de ions e no detector: 5,0

x 10¢ e 2,0 x 107 mBar; matriz: acido O-ciano-4-hidroxicindmico.

Observa-se que a adicdo do Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH, provoca o decaimento da corrente de oxidagéo
do cobre, atestando a interacado do ion metalico
Cu(ll) com o peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,.

1,6x107 |- Branco (Tampéao B-R pH 7,40)
[ —— [Cu?]1,00x10° mol L'
1.4x107 |- ____ [PEP] 1,43x107 mol L
1,.2x107 | —— [PEP] 2,85x107 mol L*
[PEP] 4,26x107 mol L
1,0x107 | [PEP] 5,67x107 mol L'
< 8.0x10° [PEP] 7,08x107 mol L

I [PEP] 8,48x10” mol L
6,0x10° | —— [PEP] 9,87x107 mol L
| —— [PEP] 1,12x10% mol L'

4,0x10° - \{
2,0x10° - ’J k
00 F
" 1 1 1
-0,6 -0,4 -0,2 0,0

EIV
Figura 5. Voltamogramas de redissolucao anddica de pulso
diferencial para 100 yL de Cu(ll) 1,0 x 10* mol L' em 10mL
de tampao B-R pH=7,40 com adi¢cbes de 20 uL de Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH, 7,2 x 10° mol L. E, = -1,20 V, t, = 60s,
E, =-060VE =005V, v=50mV s, Eletrodo de trabalho:
HMDE; Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L).

Obteve-se a curva de titulagcdo amperométrica
(Figura 6) com base nos voltamogramas de
redissolucao anddica de pulso diferencial para

o ion Cu(ll) na auséncia e na presenca do Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH,. Por intermédio do ponto de
equivaléncia da curva de titulacdo amperométrica,
calculou-se a estequiometria do complexo (1Cuf(ll): 1
Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,).

Utilizando-se a lei da acdo das massas, determinou-
se o K, para o sistema Cu(ll)-Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH, (1,56 x 10°® mol L), cujo valor obtido
demonstra a estabilidade do complexo formado
entre as duas espécies. A interacao do ion Cu(ll)
com o Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, ocorre devido

a afinidade entre o cobre e o nitrogénio do anel
imidazélico de histidina. Provavelmente, o complexo
é formado na regido central do peptideo, com o
Cu(ll) ligando-se ao residuo de histidina da sequéncia
VNITKQHTVTTTT (BROWN et al., 2004). O principal
componente do complexo Cu(ll)-Ac-VNITKQHTVTTTT-
NH, € uma espécie que envolve um doador de
nitrogénio imidazélico e pelo menos uma amida nao
protonada como doadora de nitrogénio (DE CASTRO
et al., 2009).

160
-Q
120 -
80
<
[
40
P.E. =121,62 pyL
~— e
o -
1 1 1 " 1 1 1
0 50 100 150
VPeptideo L

Figura 6. Curva de titulacdo amperométrica de 100 uL de Cu(ll)
1,0 x 10* mol L' em 10 mL de tampé&o B-R pH = 7,40 com

0 Ac-VNITKQHTVTTTT-NH,. Adi¢bes sucessivas de 20 uL da
solucéo do Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, 7,2 x 10®° mol L. (n, = 3

determinacdes).

Com base no valor de Kd , foram calculados os
valores de E® para as espécies Cu(l) (-0,53 V) e
Cu(ll) (-0,11 V) complexadas com o peptideo Ac-
VNITKQHTVTTTT-NH,. Os valores de E° calculados
foram préximos aos valores de E® observados nos
voltamogramas de redissolucao andédica de pulso
diferencial (Cu(l) - 0,43 V e Cu(ll) - 0,19 V) (Figura 5).

Conclusao

A partir das analises dos resultados, pode-se afirmar
que a metodologia de sintese de peptideos Fmoc
em fase sélida é adequada para a obtencao dos
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peptideos. O peptideo Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, forma
complexo com o ion Cu(ll), o que foi evidenciado
pelo decaimento da corrente de oxidacao do cobre
guando das adicoes de peptideo. Os resultados
apresentados mostram a viabilidade de construcao
de um biossensor de peptideo que possibilitara

a andlise de amostras de café com custos e

tempos reduzidos, quando comparados as anélises
convencionais realizadas por AAS e ICP-MS, além do
aumento da produtividade.

No aspecto alcance da tecnologia, os resultados
obtidos com o método desenvolvido abrangerao e
terdo influéncia sobre todas as regides de plantio

do café no Brasil e poderao ser utilizados por
instituicoes de pesquisa e universidades e 6rgaos de
defesa do consumidor na producdo de dados para

a avaliacao do café do ponto de vista nutricional

e toxicolégico com relacdo a concentragao de
cobre. Para a finalizacdo do desenvolvimento do
biossensor e sua aplicacdo na determinacao de
cobre em amostras alimentares, serao realizadas

as seguintes etapas: caracterizacado do eletrodo

de ouro modificado como o peptideo do prion
acrescido quimicamente de um grupamento
sulfidrila H-CVNITKQHTVTTTT-NH, por voltametria
ciclica (CV); caracterizacado da superficie do
eletrodo de ouro modificado com o peptideo
H-CVNITKQHTVTTTT-NH, por microscopia de forca
atébmica; desenvolvimento do método eletroquimico
de andlise para determinacao de Cu(ll), utilizando-se o
biossensor eletroquimico; e avaliacdao do desempenho
do biossensor de peptideo na determinacao dos ions
Cu(ll) em amostras de café, utilizando-se técnicas
voltamétricas.

A utilizacdo das técnicas eletroquimicas no
desenvolvimento do biossensor apresenta
vantagens quando comparadas a outras técnicas.
As técnicas eletroquimicas ndo sao destrutivas; sao
de baixo custo e de alta sensibilidade; permitem a
determinacao direta, rdpida, simultanea e precisa
de diversos analitos em uma Unica varredura,
sem a necessidade de etapa de separacao ou pré-
tratamento; os sinais de resposta sofrem uma
menor influéncia de interferentes; e podem ser
adaptadas ao campo por meio da construcao de
ultramicroeletrodos e biossensores.

Ac-VNITKQHTVTTTT-NH, com Cuf(ll)
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