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Titulo: DESENVOLVIMENTC DE BIOSSENSORES PARA
DETERMINAGAO DE SALTICILATO E GLICOSE.

Resumo

O presente trabalho teve como objetive desenvolver
nevas técnicas para construcdo de bicssensores.
Inicialmente, desenvolveu-se um Piossensor para
determinacgac de salicilato em farmacos, apds apropriada
hidrélise da amostra e sua conveniente diluicido.

Utilizou-se a eletropolimerizacdo para obtencgdo de
filme de polipirrol, dopado com hexacianoferrato, sobre
0 qual colocou-se o© glutaraldeido, ccocmo reagente de
ligagdo cruzada para imobilizacdo da enzima salicilato
hidroxilase ( EC. 1.14.13.1. ). 0Os doilis filmes foram
suportados sobre a superficie de um eletrode de carbono
vitreo, cerca de 20mm® de Aarea. A faixa linear de

red@posta amperométrica para salicilato foi entre 10 e

130 wmol L7', a um potencial aplicado de 150 mV vs ECS.
0 tempo de respesta ol de quarenta segundos. Uma boa
correlacado de resultados fcoi verificada entre aqgueles
obtides com o biossensor e o método colorimétrico
pacdrdc. O estudo fol realizado com diferentes amostras

de farmacos comumente usados como antitérmicos.



Desenvolveu-se, em seguida, um biossensor para
glicose, tendo Como objetivo sua utilizacao em
determinagdes de glicose em amostras de soro sangiiineo.
Para tal, construiu-se um eletrodo de pasta de carbono
modificado, com o mediador acido ferroceno
monocarboxilico e a enzima glicose oxidase (EC 1.1.3.4 )
imobilizados em silica gel enxertada com TiO,. A faixa
linear de resposta amperométrica do biossensor para
glicose foi entre 1,0x10™* a 7,0x10™ mol L™t a2 um
potencial aplicado de 340mV vs ECS. O tempo de resposta
do biossensor fol de 15 segundos.

A determinacdoc de glicose em soro sanglinec mostrou
excelente correlacgao com C método do WKIT”
comercializado pela Merck. O material contendo a enzima
imobilizada apresentou uma 6étima estabilidade, mantendo

a atividade enzimatica, por no minimo, seis meses.



ABSTRACT

The objective of <this work was develop new
techniques for biosensors construction. First of all a
biosensor for salicylate determination in drugs, after
appropriate hydrolysis and dilution, was developed.

A pelypirrol film, obtained by
electropolimerization dopped with hexacyanoferrate over
which, a film of glutaraldehyde was added for enzyme
salicylate hidroxylase ( EC 1.14.13.1 )}, immobilization.
Both films were supported on carbon glassy electrode
surface, approximately 20mm® . The bicsensor showed a

linear range of response for salicylate between 10 andg

130 pmol 1%, at 150 mV vs SCE. The response time was 40
seconds. 1t was found a goced correlation for the results
obtained by the biosensor and standard colorimetric
method, in the assay of differents samples of
antithermic drugs.

In a sececnd step, a biosensor for giucose
determination, in samples of blood serum, was developed.
For that, z modified carbon paste electrode was built,
by wusing the glucose oxidase ( EC.1.1.3.4 ) and
ferrccene monocarboxylic acid, immobilized on silica
gel~-Ti0,.

The Dbicsensor showed a linear range of response

between 1.0x10™* and 7.0x10™ mol L%, applying a



potential of 340 mV vs SCE. The reponse time was 15
seconds. The determination of glucose in blcocod serum
using the biosensor, showed a good correlation with the
Merck "“Kit” method. The immobilized enzyme showed an

excellent stability, keeping its activity for at least

Six months.
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INTRODUCAO GERAL

Eletrode quimicamente modificado{ EQM |} ou de
superficie modificada { ESM ) . sao denominacdes
aplicadas aos eletrodos que possuen espécies

imobilizadas em sua superficie, sendo a imobilizacdo
realizada de maneira proposital. 0 conceito e
desenvolvimento destes sensores foram inicialmente
estudados por Moses e colaboradores?t.

Eletrodos de ourco, platina , carbono vitreo e
grafite tém sido o0s mwais usades para estudar o
comportamentc eletroguimico destas modificacdes. Entre
0s menos usuals, estido os eletrodos de carbono vitreo
reticulado, polimero condutor e vidros condutores.

Esta € uma &rea relativamente nova e de grande
interesse dos pesqguisadores nos diverscs campos da
ciéncla. Essa assertiva pode ser avaliada pelo 2spagoe
obtido na literatura especializada, pelos assuntos
relacionados com a mcdificacdo de superficie de eletrodo
e a sua importéncia em eletrcanalitica.

C primeirc artigo de revisdo scbre ¢ assuntc foi
apresentadc por Heineman e Kissinger?, em 1978. No ano
seguinte, Snell e Keenar?® publicaram outro importante
artigo sobre o mesmo assunte, discutinde as diferentes
técnicas utilizadas pare modificacdc de eletrodos e as

1za
principais aplicacdes.



Murray! e seu grupoc de pesqguisa escreveram uma
extensa revisao sobre o desenvolvimento das técnicas de
modificagdo de supeficie de eletrodo,em 1984. O autor
apresentou uma visdo geral e discutiu os diferentes
aspectos das técnicas de modificacdc de eletrodos.

Dentre os métodos para modificacido de eletrodo,
destacam-se 0s que permitem colocar espécies mediadoras
de elétrons sobre uma base condutora®®. Uma alternativa
de grande interesse consiste na colocacido de filmes
poliméricos finos sobre os mais diferentes suportes

T-
condutores’ ¥,

Diversas técnicas s&c usadas para colocacdo de
filmes finos na superficie de um eletrodo, como a
derivatizagdo de superficies metalicas e a colocacdo de
filmes poliméricos®. Filmes polimériccs obtidos por
eletropolimerizacdo tém se destacado na obtencido de
eletrodo modificadc devide & versatilidade e facilidade
de reproduzir a dopagem dos mesmos ® 3. Especial atencac
tem sido dada aos estudos de dopagem gue permitem a
incorporacao de mediadores e/ou material biolégico,
visando a construcgdo de biossensores!® ™,

Carbono na forma de grafite €& um material de baixo
custo, facil manuseio, resposta voltamétrica estavel,
que fornece correntes residuails baixas e faixa de
pctencial anddico ampla, sendo apropriado para
construgao de eletrodos guimicamente modificados na

forma de pasta de carbono'®.



Recentemente, foil publicado por Kalcher?® e
colaboradores um artigo de revisido scbre o uso de pasta
de carbono em analises eletroquimicas. As técnicas
eletroquimicas revisadas s&c a voltametria, amperometria
e potenciometria e abrange o periodo de 1990 a 1993.

Outra recente revisdo sobre o usc de pasta de
carbono na construgdao de biossensores fol apresentada
por Gorton?.

Recentemente?®®, foi mostrada a possibilidade de
imobilizagdo de mediadores come hidroximetil ferroceno,
sobre a superficie de carbcno vitreo ou platina. O
sistema ¢ inicialmente obtide com uma reagdc entre a
superficie do eletrodo e TiCl,.

OQutras publicagbes mostram ¢ emprego da silica gel
ou zedlito como suporte inerte que pode ser usado para
imobilizar mediadores de elétrons e modificar eletrodos
de pasta de carbono® 2.

A disponibilidade dcs mais iferentes sensores
modificados &aliada 2 evolucido dos processos de obtencéo

de enzimas, com altc grau de pureza, permitem, hoie,

83

construgdo e a utllizagdo de bicssensores para diversas
determinacdes analliticas.

Mundialimente, o© Dbicssensor mals comercializado &
para determinacgaoc de glicose, sendo que outros
biossensores de grande interesse em diveras &reas,

. . 26-27 ) .
também ¢ sendo avaliadog?®? , em termos de acei:to

Qe

(1

esT

comercilal.



O usc de biossensor para menitorar demanda
bioguimica de oxigénio, pesticidas, fendis, metails
pesados € polulcao gasosa, no meio ambiente é€ revisado
em recente artigo?®.

Com estes fatos em mente e dentro da linha de
pesquisa do labcratdério de eletroanalitica do IQ-
UNICAMP, esta tese, teve como obijetivos o
desenvolvimento de biossensores para andlise de dois
analitos de grande interesse da area médica e
industrizl: glicose ¢ salicilato.

O presente trabalho sera apresentade em cinco
capitulos, sendo que no primeiro, sera descrito é parte
relacionada com © usc de enzimas come reagentes
analiticos, no segundo, uma V1isS&ao geral sobre
biossensores, no terceirc, a parte experimental, no
quarto, O bicssensor para determinacdoc de salicilate,
no quinto o bilossenscor para determinacdo de glicose e
por ultimo, serdo apresentadas  as perspectivas de

trabalhos futuros.



Capitulo I

ENZIMAS COMO REAGENTES ANALITICOS



I.1. INTRODUGCAO

Definem-se enzimas como catalisadores guimicos de
origem biolégica, sintetizadas pelos organismos vivos e
que agem scobre uma mutiplicidade de reacdes envolvidas
nas atividades celulares?®. As enzimas mais bem
caracterizadas bloquimicamente sdo moléculas proteicas
grandes, cuja massa molecular é da ordem de 1,0%10% a
2,0x10® unidades de massa molecular, que tém pelo menos
uma conformac¢do tridimensional. S&o geralmente estaveis
em condigdes bioldgicas de temperatura e pH. Pequenas
mudangas nas estruturas cconformacionais podem provocar
diminuicdo da atividade bioldégica, ou mesmo a perda
total e 1irreversivel de seu poder catalisador. Estas
nudancas podem ser provocadas por efeitos fisicos e/ou
quimicos, pela destruicido de pontes de hidrogénio e
outras ligacles tipo forcgas de Van Der Walls e outros
fatores envolvidos na conformacgé&o da enzima.

Muitas enzimas $3dao produzidas na forma pura e
cristalina, sendo gue algumas podem ser adquiridas de
diferentes fornecedores, comc por exemplo, a lactato
dehidrogenase que €& comercializada por cerca de vinte
fabricantes.

A Enzimologla sistematica comec¢ou a ser divulgada
no século XIX, com procedimentos de purificacédo e
determinacao de estruturas protéicas. Hoje, cerca de 6C0

substancias sao determinadas via Processos



enzimaticos?t3%,

Vale ressaltar que em varios
procedimentos enzimdticos o0s resultados obtidos sé&o
melhores em termos de seletividade e sensibilidade. A
seletividade pode ser alcancgada, até mesmo em alguns
casos de isdmeros. A sensibilidade, por outro lado, pode
chegar nivels da ordem de nanogramas, mals comumente, de
microgramas por litro.

Serac descritos a seguilir alguns conceitos
fundamentails scbre as propriedades das reacdes

enzimaticas, © que ajudar no entendimento do trabalho.

I.2. PRINCIPIO DA CINETICA ENZIMATICA

O estudo cinético de reacdes enzimaticas é
fundamentadc nos conceltos basices de reag¢des guimicas.

As transformacgdes energeticas sdao feitas por
moléeculas enzimaticas que chedecem as leis da
termodinamica e da c¢inética.

As enzimas aceleram as reagdes pelo decréscimo da
energia de ativacdo de Gibks ( AG* ), promovendo uma
combinacao com ¢ susbtrato e levando a um nove caminho
cuja energia de ativacic do estado de trzansig¢daoc € mencr

em relacdc agquele sem a participagao da enzima.



I1.3. MODELO DE MICHAELIS-MENTEN

Pela proposta de Michaelis-Menten, a enzima ( E ),
inicialmente combina com ¢ substratc { 8 ) para formar o©
complexo intermediario ( ES ). Este complexo &

resultante da interacgd3o de estruturas entre o sitio
ativo da enzima e a molécula do substrato. Em seguida,
0 complexo formado tem dois caminhos possiveis®. Tende
a prosseguir no sentido de formar o produto { P ) e
liberar a enzima, ocu =z se desfazer para liberar ¢
substrato ( 8 ). Nos dols procedimentos a enzima &
liberada para que possa novamente participar de novo
ciclec reacional.

A Equagao 1, representa a reacgido do modelo proposto

por Michaelis-Menten, envolvendo apenas um substrato:

K; Ks
E + S &«—ES——_ , E + P (1)
K>

A velocidade de consumo do substrato [ -dS8/dt 1 ou
de aparecimento do produtc [ dP/dt ] diminui em funcso
do tempo da reacéoc.

Considerando-se qgue por esta teoria, o ponto
central é a formagdo do complexo ( ES ), pode-se entic
relacionar a velocidade de catélise com & concentracic

do complexo formado e a constante Ks. Com algumas



consideracgdes e solugdes mateméticas pode-se chegar a

Equacdo 2,

Vo = Vmax[ S 1/ ([ S 1 + Ky (2)

que é a Equacdo de MICHAELIS-MENTEN.

Essa equacgdao justifica entéao, o comportamento
cinétice de uma enzima.

De acordo com esta teoria, em concentracdc muito
baixa de substrato e sendo esta muito menor que a
constante de MICHAELIS-MENTEN ( Ky ), a velocidade ( Vg )
é diretamente proporcional a concentracdo do substrato.
Quando a concentracdo de substrate é alta, a velocidade
¢ maxima ( Vmax )} e independe daquela concentracdo do
mesmo. Se a concentracac de substrato é igual a Ky,
entdo a velocidade é a metade da velocidade méxima. Ou
seja, Ky ¢ igual & metade da concentracadoc do substratc
na qual a velocidade da reacdo é a metade de seu valor

maximo.

I.4. ATIVIDADE ENZIMATICA

A concentragdo de uma enzima normalmente n&o &
expressa em mg/l, mas em unidades de atividade, isto
porque s6 uma peguena parte de enzima cataliticamente
ativa, esta presente em uma determinada massa desta

substancia.
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A velocidade 1inicial de uma reacdo enzimatica &
diretamente proporcional a quantidade de sitios ativos
presentes, se a concentracgao do substrato ndo estiver em
niveis de saturacdo e as outras condigdes otimizadas e
mantidas constantes.

A curva da Figura 1, presenta uma hipérbole e
corresponde ao fatc de que, além de uma certa
concentracdo de enzima, todo substrato estard na forma
de complexc, e a concentracac deste, 1iré permanecer
constante, portanto, a velocidade também ird manter-se

constante.

Vo

[ E ]
Figura 1. Graficc da variacdo de velocidade inicial
de uma reacgado enzimatica em funcgcdco do aumento da

concentracac de enzima nc meio.
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Colocar substrato em nivel de saturac¢doc significa
que a reagao € limitada apenas pela concentracdc da
enzima. Nesta condigdo, a atividade enzimatica pode ser
estimada através do acompanhamento da velocidade da
reacac.

Na Figqura 1 a curva apresenta uma trajetodria
hiperbélica que corresponde ao fato de que, além de uma
certa concentragao de enzima, a totalidade do substrato
estad sob a forma de de complexo enzima-substrato. Disto
resultard que a velocidade inicial ¢é funcdo da
concentragao desse complexc gue permanece constante.

A unidade de atividade enzimatica pode-se entéc
ser estabelecida através da medida da velocidade da
reacdao a partir de uma quantidade de substrato
consumido, ou produto formado, numa unidade de tempo e

temperatura especifica.

I.4.1. UNIDADE DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A unidade adotada pela IUPAC e pela International
Union of Biochemistry Commissions on Enzymes &
simbolizada por ( U ) e significa a quantidade de enzima
que catalisa a transformacdc de um micromol de substrato
por minuto, em condig¢des definidas de temperatura, pH e
concentragéo32.

As condic¢des experimentals como pH, concentracdc de

substrato, temperatura devem ser definidas sempre.
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Outras expressdes de atividade enzimédtica que

também podem aparecer na literatura s&o:

I ) Atividade especifica: expressa como unidade de

enzima por miligrama de proteina.

IT ) Atividade molecular: unidade por micromol de
enzima em concentracgdc otima de substrato ( numero de
moléculas de substrato transformado por minuto por

molécula de enzima ).

III ) Centroc de atividade catalitica: numero de
moléculas de substrato transformado por minuto por
centro catalitico ( para grupos gque tenham um grupo
prostéticc ou centro catalitico cuja concentracdo possa

ser medida ).

IV ) Katal: quantidade de enzimz capaz de converter

um mol de substratoc por segundo.
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I1.5. FATORES QUE AFETAM A ATIVIDADE ENZIMATICA

Dentre os principais fatores que afetam a cinética
enzimatica destacam-se: concentracao do substrate,
concentragao da enzima, ativadores enzimaticos,
inibidores enzimé&ticos, temperatura, pH, forca idénica e

a presenca de cofator.

I.5.1 EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO

O efeitoc da concentragaoc de substrato em reacgdes
enzimaticas pode ser estudado de acordo com a equacido de

Michaelis-Menten:

Vo = Vmax[S] / (Ku + [S])

A velocidade de uma reacdo enzimatica é diretamente
proporcicnal & concentracdo de substrato, sendo gque seu
aumento deverda atingir um valor limite.

Para balxas concentractes de substrato, [8] << Ky a
reacao enzimatica apresenta uma cinética de primeira
ordem ou pseudo primeira ordem com relacdo ao substrato.

A equacdo dge Michaelis-Menten pode ser escrita como:

Vo = Vpax [S] / Ky
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Para altas concentrag¢des de substrato, [8] >> Ky, a
reagdc é de primeira ordem em relacdoc ao substrato e a

equacac de Michaelis-Menten se reduz a:

Para altas concentracdes de substratc observa-se,
também que a velccidade da reacgdc sofre um decréscimo,
ndc previsto na equagdo de Michaelis-Menten, que pode
ser devido Z formacdo de complexo ndo efetive com duas
ou mals moléculas de substratc combinando com © mesmo
sitio ativo da enzima. Isto é observado com enzimas que
possuem dols ou malis grupos, cada um combinando com uma
parte da molécula do substrato. Em um complexo efetivo,
uma molécula de substrato estd combinada com todos estes
grupos. Se algum destes grupos € blogueado com outras
moléculas, pode ser formado um complexo naoc efetivo no
qual um substrato combina-se com somente um grupamentc
da enzima. A tendéncia de formagcidoc de um complexo nio

efetive aumenta se a concentragidc do substrato aumenta.

I.5.2. EFEITO DA CONCENTRACAO DA ENZIMA

A velocidade de uma reacdo enzimadtica é funcado da
concentragao da enzima, de acorde com o mnmodelo de

Michaelis-Menten, representado na Egquacdo 1:

Vo

Ks [E][8] / (Ky +[S])
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De acordo com a teoria, um aumento da velocidade de
reacdo € proporcional ao aumentc na concentracdo da
enzima. Observa-se, as vezes, um desvio da linearidade
para altas concentragces de enzima, o©0 qgque pode ser
justificado nao pelo decréscimo da atividade enzimatica,

mas, comc uma limitagdo na técnica de medida.
I.5.3. EFEITO DA TEMPERATURA

O aumento de temperatura pode ter alguns efeitos
sobre uma reacdao catalisada por enzima. Dols efeitos de
maior interesse sao: o0 aumento da velocidade da reacgao

catalisada e o aumento da velccidade de desnaturacaoc da

enzima®®. Em muitos casos o aumento de 10°C, pode causar
um duplicacdo na velccldade de reacdo, sendc gue um
controle de temperatura de *= 0,1°C é suficiente para se
obter uma boa reprodutibilidade dos dados analiticos no
que se refere a enzima. Um graficoe de velocidade em
funcac da temperatura, para sistemas enzimaticos,
geralmente se apresenta na forma de um “sino” , <o gue
pode ser Jjustificado em termos do aumento de colisdes
entre a enzima e ¢ substrato & medida gue aumenta a
temperatura, tendo em contrapartida o© zumento da

velocidade de desnaturacgicdy da enzima.
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I.5.4. EFEITO DO pH

Os efeitos mais importantes do pH estao
relacionados com a velocidade da reacao. Mudanca de pH
pode afetar a forma idnica do substrato ou da enzima, ou
de ambos. £ bom lembrar gque a mudanca de pH também
produz espécies idnicas impréprias do substrato, podendo
assim, contribuir para alterar a atividade catalitica. O
pPH no gual se observa o maximo de atividade enzimatica é
denominado de pH Otime. Este pH é fixado em funcé&o das
condigdes experimentais.

E facil entender que quando um grupo —-COO- do sitio
ative ¢é necessario & fixacdc do substrato, uma
diminuigdo de pH do melo acarreta sua protonagio
formando ¢ ~COCH, ndao permitindc mais a imobilizacdo do
substrato, suprimindo a atividade enzimatica. Vale
resaltar também cue aminoidcidos da cadeia proteica pode
ter grau de dissoclagdac diferente em fung¢ac da mudanca
de pH do meio, © que acarretara também perda de

atividade enzimatica.
I1.5.5. EFEITO DO COFATOR ENZIMATICO

) aceptor de elétrons para todos crganlismos
aercbicos é ¢ c¢xigénio. A transferéncia eletrénica de
moléculas envolvidas na obtencdo de energia pelo ser

vivo & feita via transportadores especiais de elétrons
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que sao cnamados de cofatores. Cofatores podem também
atuar como transportadores de grupos funcionais, Aatomos
especificos numa reacao enzimatica. NADH, FADH,, NADPH e
acetil-CoA {acetil coenzima A) sdo 0s mais importantes
cofatores enzimdticos. Algumas enzimas também podem
requerer ion metdlicos para se tornarem um catalisador
ativo, como por exemplo, a A&lcool dehidrogenase, que
requer 2n**. A parte reativa do NAD' & o anel

nicotinamida, enquanto no FAD é o anel aloxazina.

I.5.6. EFEITO DE ATIVADORES E INIBIDORES

A atividade enzimatica pode ser modificada pela
presenga de outros compostos que ndc © substrato e a
enzima s&do chamados de ativadores ou inibidores. 8io
compostos 1mportantes nos fendmencs de regulacdao e

estude mecanisticos da acgdo enzimatica.

I.5.6.1. ATIVADORES

Ativador ¢ uma substancia necessaria para que a
enzima catalize uma reag¢io, ou ainda, para aumentar o
poder catalitico da enzima. A concentracdo de um
ativador sobre a velocidade inicial é similar ao da
concentragdo do substrato. Alguns ativadores s3o ions
metédlicos, como Mg® , Mn* ou Ca?. Outros sao
substancias organicas complexas, entre as quais

freglientemente se encontram derivados das vitaminas.
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I.5.6.2. INIBIDORES

O processo de inibigdo enzimatico € um instrumento de
regulacgao enzimatica e um  dos mais importantes
procedimentos de diagnéstico para os enzimologistas.
Estados de inibigdo geralmente indicam algo em relacgdo &
especificidade de uma enzima, sua estrutura fisica e
quimica do sitio ativo e o mecanismo cinético da reacac.
Constantemente encontramos inibidores simulados como
drogas, antibiodticos, preservativos em alimentos,
venenos e outroes.

A agdo do inibidor se faz notar ao reagir com o
catalizador ou com um dos reagentes. Alguns metais podem
ser determinados via reagdc enzimatica, pois algumas

enzimas sdo muito sensiveis a tracos de determinados

metais.

I1.5.7. EFEITO DA FORCA IONICA

A presenga de sals pode afetar a velocidade de um
reagdo enzimatica pela mudanga do equilibrio de formacao
do complexo ativado entre a enzima e o substrato ou
entac combinando-se com o substrato. Por issc, o tipo de
tampdo empregado bem como sua concentracao pode afetar

de maneira significativa a atividade enzimadtica.
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I.6. IMOBILIZAGCAO ENZIMATICA

: cq s o o

Os processos de 1imcbilizcdo enzimatica podem ser
incluidos nas seguintes categorias: oclusdo em matriz,
microencapsulagdo, adsorgdo, ligacdo quimica covalente

com o suporte e ligacdo quimica covalente cruzada3?:33.

I.6.1. OCLUSAQO

O método de oclusdo consiste no confinamento da
enzima dentro de espacgos intersticiais de um polimero
insoluvel em &gua, como por exemplo, agar-agar, alcoocl
polivinilico, amido e ocutros. Nesse procedimento, o©
monémero, catalisador da polimerizacdo e a enzima a ser
imobilizada s&o misturados em uma solucio tampao
apropriada. A estrutura do polimero formada apresenta
espacos intersticiais que permitem a difusac de
moléculas do substrato, que na maioria das vezes s&ao
mencres 4do que as da enzima.

Como vantagem desse processc de imobilizacdo de
enzima pode-se destacar a ndo modificac¢dc da reacdo
entre enzima e substrato, pols a enzima n3c sofre
nenhuma modificacdo estrutural. £ um processo pouco
usadc porgue uma perda de enzima é verificada em funcéo
da dificuldade de obtencdc de polimeros com tamanho de

intersticics uniformes.
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I.6.2. MICROENCAPSULACAO

Na microencapsulagdc o confinamento da enzima é
realizade em microcapsulas(pequenas esferas) que tém uma
membrana, cujos poros podem variar de 5 a 300mm,
permitindo assim a livre movimentacdoc de substrato e
produto da reacao enzimdtica sem permitir a saida da
enzima. Como vantagem desta metodologia pode-se citar a
possibilidade de imobilizar simult&neamente varias
enzimas em apenas uma etapa. Entretanto, a necessidade
de alta concentracido de enzima e a dificuldade de fixar
€ssas microcapsulas num sensor tem dificultado sua

aplicacdc.’

I.6.3. ADSORGCAO

O processo de adsorcido de um enzima sobre um
suporte 1insoltvel ¢é um método simples e resulta das
interagdes do tipo idnico, polar e pontes de hidrogénio
entre a enzima e © suporte. Os adsorventes mais
comumente usado sdo o vidro, carviao vegetal, silica gel,
alumina. A simplicidade dessa metodclogia é citada como
uma das vantagens, porém, & enzima nao sSe encontra
firmimente ligada ao suporte, sendec a estabilidade da
imobilizagdo € extremamente dependente do pH, do

solvente e da temperatura.
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I1.6.4. LIGAGAO COVALENTE COM O SUPORTE

A imcobilizagdc de enzima em suporte inscluvel é
feita através da ligagdo covalente de grupos funcionais
nao ativos da enzima e grupos reativos ( hidroxila,
carbonila, amino e fendlico ) ligados na superficie do
suporte. Como suportes usados para esta finalidade pode-
se citar o agar-agar, celulose, colagenc , amido e como
suportes inorganicos pérolas de vidro com porosidade
controlada. Comc vantagem desse processo de imobilizacédo
pode~se citar uma menor susceptibilidade aos efeitos de

pH, forga idnica, solvente e temperatura.

I.6.5. LIGACAO COVALENTE CRUZADA

Esta técnica de imobilizacdo enzimatica é muito
usada, isto se deve em parte, devido a facilidade de uso
e 0 numero de enzimas que podem sSer imobilizadas com
esta técnica. O procedimento consiste na utilizacdo de
reagentes bifuncionals gue reagem com a enzima ou
proteina formando-se um composto pouco soldvel em agua.
Da reacac entre a enzima e o reative, formam-se ligagdes
cruzadas intermoleculares, com a obtencio de
macromcléculas poucoe soluvels em agua. O0s  grupos
funcionais usados pelo reagente podem pertencer ou nioc &
mesma classe de compostos guimicos. Dentre os reativos

bifuncionais usados pode-se citar o glutaraldeido, acido
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bisdiazobenzidina 2,2"dissulfdnico, 1,5-difluor 2,4
dinitrobenzeno e 2,2-isccianato 4-isotiocianato toluenc.
O glutaraldeido ¢ o mais empregado no processo de
imobilizacgao via ligagac covalente cruzada, por
apresentar resulitadc mals satisfatdric e reprodutivel.
Um esquema mostrande o possivel mecanismo que
inicialmente foi proposto, para a imobilizacdo de enzima

empregando glutaraldeido é apresentado na Figura 2.

CHO (CHy) 3CHO + HoN-E-NHz — CH=N—IIZ—N=CH— (CHz) 3—-CH=N-

i

H

C
(%H2)3

1

N
*CH=N—£—N=CH—(CHﬂ3—CH=N*

Figura 2. Esguema geral de imobilizacgdo enzimatica,

usando-se o glutaraldeido como reagente bifuncional?3.

A ligag¢do formada entre a enzima e o glutaraldeidoc
é irreversivel e suporta variacdes de pH e temperatura.
A participagao de grupos aldeidicos do reagente e grupos
aminos da enzima formando uma base de Schiff é um dos

mecanismos citados na literatura.
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Qutro mecanismo, envolve a reagdo da adicao
conjugada dos grupos amino da enzima as duplas ligacdes
etilénicas dos a e B oligbmeros insaturados contidos nos

reagentes comerciais. Esta alternativa pode ser

visualisada pelo esquema da Figura 3.

OHC (CH») sCHO

CH CHO CHO
"CH=J—(CHﬂ2—CH=é—(CHﬂz—CH: - (CHz) =

./NHf—Enz ima

v
CHO CHO CHO
— CH-CH~- (CHz) 2—CH=A— (CHz) 2"_CH"'£H_ (CHQ) 5 —
H-Enzima H-Enzima
Figura 3. Esguema da 1imobilizacdao enzimatica com

glutaraldeidoc enveolvendo grupos amino da enzima e dupla

etilénica do reagente®.

Este mecanismo explica melhor a estabilidade da
ligagao, gue ndo pode ser devida a simples formacdo da

base de Schiff. Explica também a obtencdo de um produto
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com maior atividade enzimdtica se a reacido ocorrer entre
a enzima e um glutaraldeido comercial em relacdo a um
glutaraldeido recém destilado.

Como vantagens da técnica pode-se mencicnar =
simplicidade, possibilidade do controle das propriedades
fisicas da enzima devido a ligacido quimica entre enzima
e reativo.

Como desvantagem cita-se a possibilidade da

inativagéc de algumas enzimas em contato com o reagente.
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II.1. INTRODUGAO

Diversas areas da ciéncia tém se beneficiado com a
descoberta e desenvolvimento das técnicas de
imobilizacdo de diferentes espécies. A construcdo de
biossenscores, muitoc pesquisada atualmente, tem obtido
destaque pela sua aplicacgio,especificidade, tempo de
resposta pequeno, baixo custo, portabilidade, facilidade
de uso construgcao e obtengdo de resposta em tempo
real®®. O desenvolvimento de tecnologias para obtencao
de microeletrodoes aparece como de fundamental
importancia para medidas de espécies neuroquimicas em
Crganismos vives, O interesse de construir
sensores/biossensores que podem ser implantados em
microambientes (ex. dentro de uma célula), cula matriz é
extremamente pequena e complexa fol assunto revisado
recentemente,

Heje, grande numero de pesguisas sobre biossensores
tém sido direcionadas para sua aplicacdo na quimica,
medicina, meic ambiente, indistrias alimenticias e
biotecnologiazv.

O monitoramento local das reagdes que ocorrem nos
diverscs ecossistemas, idéia de monitoraclc continua in
vivo, avancos alcancados na biotecnologia e a
possibilidade de uso de Sistemas miniaturizados
portateis s&oc requisitos que colocam © biossensor em

evidéncia.
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Além dos Dbiossensores gue ja se encontram no
mercado, estudos e propostas para construcgdoc e aplicacgdc
de novos Dbiossensores ocupam dJgrande espago nc meio
cientifico, tornando-se temas de grande importancia nas
diferentes areas da ciéncia.

A especificidade do componente biolégico
possibilita o uso de blossensor em matrizes complexas
como: sangue>?, soro®®, urina®’ e outras'®®.

Em quase todas as aplicacgbes, © pré-tratamento de
amostra requerido é minimo, diminuindo © custo por

analise.

II.2. CONCEITO DE BIOSSENSOR

Biossensor é um dispositivo gQue apresenta um
elemento bioldégico ativo intimamente conectado, ou
integrado, a um transdutor.

Transdutor ¢é qualquer dispositivo que converte uma
energia de entrada em uma energia de saida, geralmente,
de forma diferente, mas mantendo-se uma relacao
conhecida entre elas.

A Tabela 1, mostra algumas combinacdes possiveis
entre o© tipo de transdutor e o elemento bioldgico,
embora algumas n&o tenham sidc ainda exploradas como
biossensor3®.

Em qualquer tipo de combinacgaoc entre ¢ transdutor e

0o elemento bioldgicc, ¢ objetivo principal a ser
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alcangado é a producgac de um sinal eletrdnico que possa

ser relacionado com a guantidade de analito do sistema.
Com base no tipo de transdutor utilizado, pode-se

classificar o0s biossenscres em amperométricos, opticos,

calorimétricos, acusticos e outros.
II.2.1. BIOSSENSOR AMPEROMETRICO

O primeiro biossensor amperométrico surgiu na
década de 60. Hoje, existe uma diversidade de enzimas
que podem ser usadas na construcio de biossensores®s.

Enzimas oxiredutases, ou redox, tém proporcionado
interesse para a construgaoc de bicssensores
amperométricos, devide & transferéncia de elétrons

envolivida na conversao enzimatica do substrato.
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Tabeia 1. Componentes bioldgicos e transdutores que

podem ser empregados na construcdo de biossensores3®.

Componente Biolégico Transdutor
Organismos Potenciométrico
Tecidos Amperométrico
Células Condutométrico
Organelas Impedimétrico
Membranas Optico

Enzimas Calorimétrico
Componentes Enziméticos Acustico

Receptores Mecanicc

Anticorpos Molecular Eletrdnico

Moléculas Orgédnicas = = ———e—mmmmmmmmm

Acidos nucleicos 0 mmmmmeee

Investigagdes tém sido orientadas com ¢ objetivo de
se obter uma transferéncia réapida e eficiente entre o
cofator enzimatico e a superficie do eletrodo, a baixos
potenclais.

Pequenas moléculas 1inorgé&nicas ou organicas, que
atuam comoc mediadores de elétrons, tém sido utilizadas
para fazer o transporte de carga do sitic ativo da

enzima para a superficie do eletrodo.
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Este campe tem proporcionado grande nUmero de
pesquisas, voltadas para o desenvolvimento das técnicas
de imobilizagcdo de mediadores e enzimas SsSobre a
superficie do eletrodo ou no eletrodo (pasta de

carbono) 21-40.41

I11.3. CONSTRUGCAO DE UM BIOSSENSOR

O acoplamento do material bioldgico, a um
transdutor suporte, pode ser realizado por diferentes
técnicas: Fixacdc do material bicldégico com membrana
porosa, adsorgdo, ligacgdo covalente, ligacao covalente
cruzada, incluséo, polimerizacéao guimica e/ocu

eletroquimica.
II.3.1. USCO DE MEMBRANA NA FIXAGCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Esta técnica é muito simples, pois fixa fragmentos
de tecidos de plantas ou animais na superficie do
transdutor. O componente blicldgico ativo na maioria das

vezes se encontra naturalmente imobilizado.
II.3.2. ADSORGAO

Agquil, se entende por adsorcido quando hiéd adesdo do
componente bicldgico a superficie de um suporte gue nio
tenha sido tratado especificamente para formar ligacéo

covalente. Neste tipo de imokilizacdo, estao envolvidas,
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ligacbes fracas tipo forgas de Van Der Wals e pontes de
hidrogénio, podendo ocorrer também forgas eletrostaticas
em alguns c¢asos. Sua desvantagem reside no fato do
material bioldgico ativo ser facilmente perdido, devido
aos efeltos de pH, solvente, substrato, temperatura e

forca idnica.

II.3.3. LIGAGCAO COVALENTE COM UMA MATRIZ INSOLUVEL

Esta & uma técnica muito empregada. Por este métcdo
a enzima ¢ mantida num ambiente muito parecido com
aquele onde ela se encontra na natureza, portanto tem
maior estabilidade frente aos efeitos de pH, forga
idnica, soclvente e temperatura. As excecgdes sdo em
nimeros reduzidos. Emprega-se uma variedade de suportes,
que geralmente sao ativados por reacdes de
derivatizacao®l.

A imobilizacdc é feita por meio de ligagBes entre
grupos funcionais do suporte e grupos funcionals da dos
ainocdcidos da enzima nao sac essencials para sua

atividade catalitica.
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II.3.4. ELETROPOLIMERIZAGAO

A eletropolimerizacgao surge como uma das
tecnologias promissoras para fabricacgdo, em larga escala
de biossensores comerciais* %,

Em 1977, demonstrou-se gque filmes de poliacetileno
exibiam propriedades semicondutoras e metalicas, por
meio de oxidacgcdo parcial ( p-dopado ) e qgue a

condutividade podia ser semelhante a de um metal, por

reducdo parcial ( n-dopado }*’. Descobriu-se em seguida,
que essas dopagens podiam ser acompanhadas
eletroquimicamente e que esses Drocessos eram

eletroguimicamente reversiveis.

Grande impulso na técnica velo com © aparecimento,
de polimeros condutores como polipirrol, politiofeno,
polianilina e ocutros, depois de 1970.

Pirrol, certamente, é& o mondmero mais usado para se
cbter membranas eletropolimerizadas, muito importantes
do ponto de vista analitico. A Figura 5, mcstra a
estrutura de alguns mondmercs estudados, gue podem ser

eletropolimerizados4z44.
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d ﬁ Cu-[cu,tsuou.), (10 )
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@ cn,l—:so,‘ur (12 )
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Figura 5. Estruturas dos mondmeros ( denominacdes

no apéndice 1 ) mails estudados cujos filmes sdc obtidos

por eletropolimerizagéo“.
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Como materiais de eletrcdos de trabalho para
gletropolimerizacao, tém sido usados: carbonc vitreo,
platina, ouro®. Menos comum & a utilizacdo de outros
materiais como vidro condutor( vidro recoberto com &xido
de estanho e indic ( ito ), titénic, aluminio, ago e
filmes plasticos recobertos com ouro, prata ou o6xido de
estanho. Carbono vitreo é ¢ que tem apresentado melhores
resultados analiticos, pois além de possuir a mais ampla
faixa de potencial de trabalho, permite obtencao de
filmes firmemente aderentes.

A remocdoc destes filmes, geralmente €& feita por
tratamento quimice com solugdo sulfonitrica ou por
tratamento fisico com poelimentoe da superficie
utilizandc—-se aluminas de granulometria decrescente. O
uso de ultra-son para remogdao de particulas da alumina,

pode ser empregado.
IT.4. DOPAGEM DO FIIME DE POLIPIRROL

Durante a obtencao do filme, por razdes de
eletroneutralidade, contraions, chamados de dopantes,
sac inseridos na matriz do polimero condutocr, que pode
ser considerado como um sal organico polimérico.

A versatilidade de <dopagem do polipirrol por
dnions*®, torna o pirrol a matéria prima de maior
aceitacdc para construgac de blossensores.

A 1NnCcorporacgaon do contra-icn, durante a

poclimerizacdo, influi decididamente nas propriedades
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fisicas como : adesdo, condutibilidade, morfologia,
resisténcia mecanica e atividade quimica.

A 1importancia do pirrol, em relacdaoc aos outros
compostos, reside ainda, nc fato de que para obtencdo do
filme de polipirrel, varios solventes podem ser usados,
incluinde-se a agua. Este comportamento possibilita a
obtencao de uma mistura homogénea do pirrol com
proteinas e/ou mediadores eletrdnicos inorganicos ou
organicos. A imcbilizagdo de enzimas em polimercs
condutores eletropolimerizados sobre superficies de
eletrodos tem sido uma das metodologias mais usadas.

Algumas alternativas s&o possivels para se colocar
enzima e/ou mediador imobilizados na superficie de um
eletrodo ou no eletrodo. A obtencdo do polimero a partir
de uma solugac contendo a enzima e o mondmero, pode
proporcionar a inclusdo da enzima no filme polimérico®.

A imobilizagdc da enzima associada a do mediador,
com polimeros eletropolimerizados, usando-se uma solucdo
contendo as duas espécies solubilizadas juntamente com o
mondmero, pode ser empregado????,

Pode—-se pensar ainda na utilizacdo de dois filmes,
sendo que em um deles estard o mediador e no outro a
enzima 1imobllizada ou vice versa. A utilizacdo de um
procedimento mistc, onde © mediador € imobilizado em
filme de polipirrecl eletropolimerizado, e a enzima
imobilizada com glutaraldeido na construcdo de um
biossensor para salicilate, constitui uma das propostas

deste trabalho.
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III.1. REAGENTES

Pirrocl da marca Aldrich, foi sempre destilado a
baixa pressdo antes do uso.

Todas sclugdes usadas nesse trabalho foram
preparadas com agua desmineralizada.

Enzima salicilatc hidroxilase (E.C. 1.14.13.1.)

5,50 por mg de proteina e B-NADH foram adquiridos da
Sigma Co.

Salicilato de sédic p.za e glutaraldeido 50%(m/v) em
agua (Fluka} foram usados , respectivamente, no preparo
das solugdes padrdes e como reagente de ligacao
covalente cruzada.

Ferrocianeto de potdssio (Riedel) p.a foi usado,

sem gualquer purificacio anterior ao seu uso.

A enzima PB-D glicose oxidase (EC 1.1.3.4) e PB-D
glicose foram adquiridas da Sigma Co.

Para ajustes de pH, fol sempre usado tampdoc de
acido Piperazina-N-N’-bis-2 Etanosulfdénico (PIPES) marca
Sigma, com a férmula molecular CgHigN2OgSo pKa = 6,8 e
faixa de pHE util entre 6,1 e 7,5.

Tampao fosfato fol preparado na concentracaoc de 0,1
mol L™, pH = 7,4.

Alumina de granulometria 0,3 e 0,5 um foram usadas
na limpeza do eletrodo de carbono vitreo e platina.

Amostras de comprimideos para andlise de salicilato

foram obtidos no comércic farmacéutico.
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Amostras de soro sanliineo foram fornecidas pelo
Hospital das Clinicas da UNICAMP, tendo-se o cuidado de

serem analisadas no mesmo dia da coleta.

III.2. EQUIPAMENTOS

Eletrodo de carbcno vitreo ( Metrohm ), fio de
platina, eletrodo de calomelano saturado ( PAR ), foram
usados, respectivamente como eletrodo de trabalho,
auxiliar & de referéncia.

Potenciostato modelo 273A da PAR, acoplado a um
microcomputador feoi utilizado em todas as medidas
eletroquimicas.

AJjustes de pH foram realizados com auxilio de um
eletrodo de vidro combinado, acoplado a um peagametro
(Micronal), modelo B273,.

Aparelho de ultrasom marca Thrornton T14 fcoi usado para
guxillar na remogao de particulas das superficies dos
eletrcdos.

Um sistema para destilacdo de pirrol fci contruido
para permitir destilacdo & baixa presséo.

As medidas espectrofotometricas foram realizadas num
espectrofotémetro marca Pharmacia, modélo U2000

interfaciado z um microcomputador PC.
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III.3. CONSTRUGAO DO BIOSSENSOR PARA SALICILATO

Na construgdc do biossensor foram empregadas duas
etapas distintas.

A primeira, consistiu na obtencido do filme de
polipirrcl dopado com o mediador hexacianoferrato, via
eletropolimerizacéao.

Na segunda, uma solugdo de glutaraldeido contendo a
enzima, na quantidade adequada, foi colocada sobre o
filme de polipirrol, <cujo conjunto foi denominado
BIOSSENSOR. Esta denominacdo serd aplicada ao longo
deste trabalho.

III.4. SISTEMATICA PARA OBTENGAO DO FILME DE POLIPIRROL

O mesmo procedimento foi usado para todos filmes de

polipirrol, obtidos durante a realizacido deste trabalho.

IIT.4.1. LIMPEZA DO ELETRODO DE CARBONO VITREO

A limpeza da superficie do eletrodo de carbono
vitreo, foi feita com polimento manual, atritando-a
scbre uma flanela, com movimentos circulares. A flanela
foi suportada por uma placa de vidro e embebida com
alumina 1,0 u e 0,3 u, separadamente. O procedimento de
limpeza adotade ©previne & formacdo de planos na
superficie do eletrodo, o que danifica ¢ eletrodo.

Cuidado adicional durante o processo de polimento foi a
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manutengdc do eletrodo na posicido vertical. Finzlizando
¢ polimentc com a alumina de menor granulometria, o
eletrodo fol sonificado num tubo de ensaio, contendo
agua desmineralizada, por cinco minutos para evitar
particulas em sua superficie. A sequir foi lavado com
agua desmineralizada. A verificacidc da limpeza da
superficie foi avaliada por ensaios voltamétricos. Os
mesmos eram conduzidos em tampdc fosfato pH = 7,4 como
eletrélito suporte, fazendo-se varredura de potencial

numa faixa entre -0,2 a 0,8 V vs ECS, com uma velocidade

de varredura de 10 mv s7t.

III.4.2. MODIFICAGAO DO ELETRODO DE CARBONO VITREO

Apbés a limpeza da superficie, o eletrodo foi
colocado numa solugdo recém preparada de ferrocianeto de
potassio 0,1 mol L', contendo pirrol, recém destilado,
na concentracac de 0,1 mol Lt A solucéo foi
desoxigenada durante dez minutos, apds o gue © sistema
permaneceu em ambiente de nitrogénio.

O filme foi obtide aplicando-se um potencial de
0,7 V vs ECS e monitorando-se a carga em funcdo do
tempo. Potencials malores podem levar a perda das
propriedades eletroquimicas do polipirrol’. Por outro
lado, nas condigdes experimentais usadas em nosso
trabalho, naoc se oObservou formagdo de filme na

superficie do eletrode de <carbono vitreo guando
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potenciais menores que 0,7 V foram aplicados na célula
eletroquimica.

Apds, lavagem do filme, com &gua desmineralizada,
para retirar ¢ dopante ndc adsorvido, o© eletrodo
modificade fol colocado em solucdo tampdo fosfato 0,1
mol L', pH = 7,4. A verificacdo da dopagem ou ndo do
filme fol feita por voltametria ciclica, numa faixa de

potencial entre -0,1 e +0,4 V, com uma velocidade de

varredura de 20 mV s7t.

III.4.3. IMOBILIZAGAO DA ENZIMA SALICILATO HIDROXILASE

A  imobilizacdoc da enzima foi realizada apéds
comprovada a incorporacdo do Fe(CN)g /%, no filme de
pclipirrcl. Para 1isto, foi preparada uma solugao
contendo 10 ul. de uma solucgdo de soro albumina 10% m/v
e 50 puL de uma sclugidc contendo 44U de enzima por

mililitro mais 25 TR de uma sclucdo contendo

glutaraldeico 5% v/v. A sclugdo fol cuidadosamente
misturada e desta solucgdo resultante foram c<¢olocados
S0 uL sobre o filme de polipirrol. O conjunto foi

gdeixado em repouso para evaporacdo do solvente e
completar a reacgdc entre a enzima e o glutaraldeidc.
Tedas as solugdes foram preparadas usando tampdo fosfate

0,1 mol L-1 pH = 7,4 como solvente.
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III.5. PREPARO DAS AMOSTRAS DE COMPRIMIDO.

Cerca de sels comprimidos de cada marca, foram
triturados. Tomadas de ensaio, equivalentes a cerca de
215,0 mg de acetilsalicilico, fora refluxada com 10,0 ml
de sclucgdo de NaOE 0,5 mol 171, pcr uma hora. As
misturas resultantes foram filtradas, neutralizadas com
solucdo de &acido sulfarico 0,5 mol L' e transferidas
quantitativamente para outro baldo de 50,0 ml e o volume
completado com agua desmineraliizada.

Qutras diluicgdes necessarias, foram sempre
realizadas usando-se solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L7%,
pH = 7,4 como diluente.

C mesmo procedimento de preparc de amostras foil
utilizedo para as analises, de cada tipo de comprimido,

em triplicata.
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III.6. CONSTRUGCAO DO BIOSSENSOR PARA GLICOSE

Os materiais 8T, STFc e a STFcEz, sdo misturados
separadamente, com grafite em pd numa proporgdc de 3
para 4 partes em massa e adicao de gotas de 6leo mineral
até obter um produto pastoso.

Na cavidade do eletrodo colocou-se entdo cerca de
b mg da pasta previamente preparada.

O eletrode fol construido usando-se um tubo de
vidro, tendo em uma de suas extremidades uma lamina de
platina soldada no vidro por quecimento, na forma disco
e com areaz de aproximadamente 0,2 cm?, de tal forma a
ocbter uma cavidade de superficie plana e horizontal.

O contatc elétrico entre o discco e o terminal do
eletrcdo é feito usande-se um fio de nigquel/crdmio ou de
cobre, conforme esgquema apresentado na Figura 7. Este

formato ajuda numa melhor reprodugdc da guantidade de

pasta de carbono.

III.6.1. PREPARAGCAO DA SILICA / TITANIO

A modificacdo da superficie da silica gel com éxido
de titanio (IV), foi realizada através da reacao entre
0s grupos silandis da superficie da silica com
tetracloreto de titadnic, em meio organico e sobre

atmosfera inerte®.
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Em aproximadamente 80 gramas de silica gel,

previamente seca a 150°C em linha de vacuo durante 4
horas, foram adicicnados 400 mL de tetracloreto de
carbone, e em seguida 20 ml. de tetracloreto de titanioc.
Esta mistura £foi entdoc refluxada por 10 horas sob
atmosfera de nitrogénio e constante agitagdo mecanica. O
sélideo resultante foi filtrado e lavado com tetrazcloreto
de carbono num filtro de Sschlenk sob atmesfera de
nitrogénioc e em sequida o mesmo foi aguecido a 130°C por
4 horas sob vacuo. Com este procedimento obteve-se assim
0s titanios ainda clorados na superficie.

Numa segunda etapa, © material fol colccado em
atmosfera de wvapor de Aagua, para proporciocnar uma
hidrélise 1lenta, e posteriormente lavade com &gua
desmineralizada até remcver todos os 1ons cloretos.
Finalmente o produto foi seco a 150°C per 4 horas sob

vacuc. O produto agqul obtide fol denominadc de uma

superficie ST.

As reacbdes gue ocorrem durante o procedimentoe podem

ser descritas pelas seguintes equacdes:
n(=Si0H) + TiCl, —p (=8i0),TiCl,, + nHCl

(=81i0) ,TiCls 5, + (4-n)Hy0 —Pp (=S10),Ti (OH) 4, + (4-n)HCI

Onde (=8i0H) representa grupo o© silancl e para

simplificacdc durante a escrita do texto a silica
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nodificada, (=S10) ,Ti (OH) 4-pn, sera descrita COomo

silica/titanio cuja simbologia adotada sera ST.

III.6.2. IMOBILIZAGAO DO MEDIADOR E DA GLICOSE OXIDASE

0 material denomidado de 8T, foi imerso numa
solugdo de acido ferroceno monocarboxilico 0,01 mol 1.7%,
durante trinta minutos, com agitacdo constante.

O material obtido, foi filtrado e lavado com agua
desmineralizada e entdo seco & 70°C, durante uma hora. O
material assim obtido sera denominadc por
silica/titénio/ferroceno cuja simbologia foi STFe.

Semelhante procedimento foi empregado para obter a
enzima imobilizada naguele material.

Coloccu-se 2,0 g de ST imersa em 50 ml de solucgao
de 4cido ferroceno menocarboxilico 0,01 mol L™ contendo
200 U da enzima glicose oxidase. A mistura foi agitada
durante vinte minutos, e o© material lavadoc com &gua
desmineralizada. Para evitar de ©possivel perda de

atividade enzimética o sélido resultante de cor amarela

fol seco & temperatura ambiente ({ 25° %+ 1°C ).

A denomlnacac do material durante o trabzlho seré

silica/titanio/ferroceno/enzima e serad simbolizado por
STFcEz.
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I1I.6.3. CARACTERIZACAO DA SILICA MODIFICADA

A 4drea especifica da ST é de 464m? g™!, determinada
pelo método de Brunauer, Emmett, Teller (BET}, de
multipontos. O equivalente a 1,0 mmol g! de éxido de
titanio(TV) foi enxertado sobre a superficie da silica
gel.

A adsorgdo do 4cido ferroceno monocarboxilico,

sobre a 8T pode ser representada pelas seguintes

equacdes:
=TiOH + H — =Ti" + H,0
=Ti" + [Fe(Cp),C00]  ——p =Ti’ [Fe(Cp),C00]"
Onde, =TiCOH representa 0S grupos hidroxilas da

superficie da 8T, ¢ =Ti'[Fe(Cp),CO0]1 , simbolizada por
8TFc, representa que se trata de uma ST gue tem o
nediador adsorvido em sua superficie.

A perda de mediador descrita na literarura,
provocandc uma diminuigcdo no tempo  de vida do
biossensor, poderd ser contornada com este material, uma
vez gue 0 acido ferrocenc monocarboxilico fica
fortemente aderido & superficie da silica modificada.

A retirada do mediador nado fol possivel mesmo
guando solugbdes Aacidas na concentracdo de 1,0 mol L7t

foram usadas. O mediador sé& foi removido, gquando uma

solugédo de NaOH 0,5 mol L™ foi empregada.
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A imobilizagdo da enzima provavelmente deve ocorrer
de uma maneira semelhante & do mediador. Grupos
carboxilicos disponivels da enzima devem ser usados para
efetuar as ligacgbes.

A competigdo entre a enzima e o mediadeor pela
silica/titanio fol evidenciada, ao analisar a quantidade
de mediador imobilizado no material. Uma diminuicido de
0,15 para 0,04 mmcl de mediador por grama de silica foi
encontrada, indicando que a enzima e o mediador competem
pelo mesmo sitio da silica. A quantidade de enzima

imobilizada foi de 70 U por grama de material.

IIT.6.4. ANALISE QUIMICA DO BIOSSENSOR DE GLICOSE

A andlise de tita&nio foi feita digerindo-se cerca
de 0,5¢ da silica gel enxertada com &acido cloridrico
concentrado, e em seguida coletando o sobrenadante por
filtragac. Do sobrenadante fol precipirtato o titanic com
solugcaoc de hidroxido de amdnioc e calcinado a 80C°C para
andlise gravimétrica. Na analise do ferrcocenoc foil usada
a espectrorotometria. E para determinar a quantidade de
enzima Imcpilizada fol feito um  processo indireto,
medindo-se a atividade enzimatica encontrada no

sobrenadante apés adsorcac da enzima na silica.
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CELULA ELETROQUIMICA

Todas as analises eletroguimicas foram realizadas
numa célula com trés eletrodos. Desenvolveu-se um
conjunto que permitiu utilizar pequeno volume (5,0 ml),
e trabalhar em ambiente livre de oxigénio. Sua forma

final é apresentada pelo esguema da Figura 6.

- Entrada de gas

- Salda de gas

Eletrodo de Referéncia
- Eletrodo de Trabalho

- Eletrodo Auxiliar

TR e N s -
J

- Adicdo de Aliguotas

Figura 6. Esguema da célula eletroguimica usada

para todas medidas eletroguimicas.
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Figura 7. Escuema dc eletrodc de pasta de carbono.

Disco de Pt
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IV.1. IMPORTANCIA DA DETERMINAGAO DE SALICILATO

Salicilato ¢ o principal metabdélito resultante da
hidrdélise do &cido acetilsalicilico ( aspirina ), cuja
concentragdo maxima, no sangue, € atingida duas horas
apds ingestdc do medicamento. A aspirina é provavelmente
0 medicamento mais usado como anti-térmico, analgésico e
anti-inflamatério. Sua maior parte é rapidamente
hidrolizada para &cido salicilicec, que passa para a
corrente sangiilnea na forma de salicilato. Pacientes com
tratamento prolongade deste medicamentc e acidentes com
ingestao elevada da droga sdo comuns. Seja em casos de
enfermidades crénicas, como inflamacdes crbnicas, que
requerem altas doses do medicamento ou em casos de
ingestdc acidental, O monitoramento do nivel de
salicilato nc sangue é importante, uma vez que © nivel
terapéutico do analito é muito préximo ac de Eg%¥§5%21=
A falixa de concentracao terapéutica de salicilato, no

plasma ou soro sanglineo, estd entre 1.1 a 2.2
milimol L™*( 150 a 300 pg mL™! ). Concentragdes maiores
séo consideradas téxicas’®. Assim, a analise segura e
rédpida de szalicilato nc soro sangitilneo ¢ de vital
importancia na medicina.

Por outro lado, é de extrema importancia o controle

de qualidade deste medicamento na sua producio.
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IV.2. METODOS PARA DETERMINACAO DE SALICILATO

A seguir sera apresentado metodologias descritas,

agrupando-as de acordo com o principic de determinacioc.

IV.2.1 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Em laboratério de analise c¢linica, as técnicas
colorimétricas tém sido as mais empregadas®'.

O teste de Trinder®, é o mais usado entre todas as
metocdologias colorimétricas. Seu principio consiste na
complexacac de ions Fe* com 4cido salicilico para
formar um complexo de cor plrpura. Apesar de ser uma
nmetodologia simples e de baixo custo, sofre
interferéncia de compostos alinfaticos enélicoes,
fenélicos e outras drogas como as fernotfliazinas®s.

e 2 v

Sigma diagnostic®, & um kit comercializado pela
Sigma Co, para determinacido espectrofotométrica de
salicilato, cuja vantagem em relagdo a ourtos métodos, &
ndo usar mercurio para precipitacdoc protéica antes da
medida. Se baseix também na formacZo de um complexo de
cor purpura, entre ions Fe*? e salicilato.

bBstimativa semi-quantitativa de salicilato foi um
procedimento proposto’>, obtendo-se resultados
satisfatérios em andlises de dez amostras de sangue de
criangas que ingeriram acidentalmente o© medicamento. ©

nonitoramento do consume de NAD(P)H durante a reacdo
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enzimatica®® por espectrofotometria é usada para
relacionar com a concentracdo de salicilato®®.

Problemas relacionados com interferéncias nestas
metodologias, s&c resolvidos com procedimentos de pré-
tratamentos de amostra, como por exemplo, a extracdo por
solventes, tornando-se os métodos inviavelis nos casos de

analise para diagndsticos rapidos.
IV.2.2. METODOS POTENCIOMETRICOS

O desenveolvimento dos eletrodos ions seletivos, tem
proporcionado © surgimento de um grande numerc de
publicagdes. O primeiro trabalho com eletrodo ion
seletivo para salicilato fcoil publicade nc inicio da
década de 70. E um eletrodo ion seletivo tipo membrana
liquida construido com 0 trocador idénico
tetraheptilamdénio com salicilato em l-decanol. Responde
a salicilato numa faixa de concentracao de 1,0 107t a
1,0 107 mol L™, com um coeficiente de Nernst de 58 mv
por década de concentragéo57.

Em 1972, foi descrito outro eletrodo®®, sensivel a
salicilato, baseado no trocador idnico aliguat 3365
incorporado em decancl. Este eletrodo responde para
salicilato numa faixa de concentracdo de 1,0 107 a 1,0
107 mol 1™, com coeficiente angular de 53 mV por década
de concentracao.

Na década de oitenta, foram descritos outros

eletrodos icons seletivos para salicilato.
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A construgdo e aplicagdo de um eletrodo ion
seletivo com membrana de PVC, e trocador aliguat 3365 em
dibutilftalato incorporadc em membrana de PVC foi
apresentado®.  Semelhante procedimento foi usado para
construgdo de um eletrodo ion seletivo tipe membrana
liquida baseada em haletos de tetralquilaménio e p-
nitrocumenc® e outro eletrodo tipo membrana de PVC
baseada num trocador de cristal de violeta-salicilato®,
foram pcsteriormente apresentados.

Eletrodo i1on seletivo para salicilato baseade no
complexo aliquat-salicilato incorporado numa membrana de
PVC, foli construido usandc-se como suporte, vidro
condutor®.

Eletrcdo tubular potenciométrico, acoplado a um
sistema de andlise por injecdo em fluxo®, tem o mesmo
principic do eletrodec icn seletivo basedo no trocador
iénico aliquat, 1incorporado numa membrana de PVC. Um
fator limitante para a utilizacdo de eletrodos ions
seletivos para determinacdo de szlicilatc em matrizes
complexas & © grande numerc de interferentes. A
eliminacac destes problemas requer prcocedimentos de pré-
tratamentc de amostras, © que dificulta a utilizacao

destes sensores em analises de rotina.
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IV.2.3. OUTROS METODOS NAO ENZIMATICOS

A determinagdc de salicilato também pode ser
realizada, por cromatografia liquida de alta pressao

( HPLC }®. O método é sensivel, sendo possivel detectar

50 ug L' porém, o sistema de detecgao ¢é complexo.
Acrescenta-se como desvantagem para se usar esta
metodologia, a necessidade de procedimentos de extracdes
e de pré-concentracdo. Cromatografiaz Gasosa também tem
sido descrita na literatura como procedimento analitico
para determinacdo de salicilato®. A fluorimetria®®:®-%8,
tem sidco wusada para determinacdo 4o metabdlito da
aspirina. Um sistema FIA cujo reator contém carbonato de
cobre 1incorporado em resina de poliester, tendo sua

deteccgdo por absorcdo atdmica, também foi descrito®.

IV.3. METODOS ENZIMATICOS

Os métodos enzimaticos podem ser divididos em dols
grupos: ©s gue utilizam a enzima salicilato hidroxilase
na forma solCvel e o0s que utilizam a enzima imobllizada
ce alguma forma.

Pelz reacdo, representada pela egquacdo a seguir:

Ez
SALICILATO + NADH  =———)) CATECOL + NAD' + CO, + Hz0O
0, H"

Ez: significa a enzima salicilato hidroxilase
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pode-se verificar, que o©s métodos analiticos para
salicilato baseados nesta reacao sdo relacionados com O

consumo de reagentes ou com ¢ aumentc da concentragac

dos produtos.

Iv.3.1. ENZIMA NA FORMA SOLUVEL

O consumo de oxigénio fol usado para determinagao
de salicilato polarograficamente’.

Espectrofotometria foi usada para determinar
salicilato, por meio da reacdo entre catecol e 4-
aminofencol, sendo a solugace tamponada em pH = 7,6. Neste
trabalho é apresentado um grande numero de medicamentos
gue ndc interferem no procedimento usado™. 0O complexo

tem coloracdo azul e é guantificado em 565bnm.

IV.3.2. ENZTMA NA FORMA IMOBILIZADA

Um sistema para monitorar a formacdo de cateccol fol
construido e doils eletrodos sendo um como referéncia e o
outro o© de trabalho. Sac adicicnados sobre o sistema
+odos reagentes, e ocateccol formado & aperometricamente
monitorado a +300 mV vs Ag/AgCl’?.

Um reator contendo a enzima imobilizada por ligagao
covalente via p-tetracloroguinona sobre esferas de vidro
( glass beads ), foli acoplacdo a um sistema FIA e ©

catecol monitorade a +450 mV vs ECS™,
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Sistema por injecgao em fluxc, com deteccdo
amperométrica’, foi wusado com a enzima imobilizada
sobre platina, via derivatizacdo com p-tetracloguinona.
0 potencial de +550 mV wvs Ag/AgCl foi aplicado na
determinacac amperométrica de cateccl. Vale ressaltar
que 0s sistemas apresentados usam potencilals altos para
deteccdo do cateccl, © gue pode ser inconveniente em
trabalhos com amostras biolégias.

O uso de membrana c¢ontendo a enzima salicilato
hidroxilase 1imobilizada, via ligagdo covalente cruzada
com glutaraldeide, fol colocada em contato com um
eletrodo de oxigénio, para determinacdoc ampercmétrica do
mesmo. O prccedimento relaciona © consumo de o0oxigénio
com a concentracac de salicilato’. Semelhante processo
¢ usado em conjunto com um sistema de 1njegdc em
fluxo’®. A Concentracao de salicilato foi determinada o
usando-se um eletrcdo icon seletivo para acompanhar o
consumo de C0O,, que fol relacicnadce com a concentragac
de salicilato’, sendo que a construgdo dc bilossensor
tem similaridade com aguela empregada para © senscr de
cxigénio anteriormente mencionada.

Um sistema envolvendo duas enzimas, a salicilato
hidroxilase e a enzima glicose oxidase fol recentemente
descrito’. O catecol ¢ oxidado via eletroquimica para
o-guincna, que é entdo reduzida pela enzima glicose
oxidase, regeneranao-se catecol. A reoxidacgdo do catecol

resulta em um sinal de corrente amplificado.
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IV.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O filme obtido foli de cor preta com morfologia
superficial lisa e brilhante. A dopagem ou ndoc do filme
pelo Fe(CN)g /% foi verificada por voltametria ciclica.

O eletrodo modificado foi submetido a uma varredura
de potencial entre -0,1 e +0,4 V vs ECS, a uma
velocidade de varredura de 20 mV s°i.

Os dados obtidos foram comparados com aqueles do
eletrodo de carbono vitreo antes de ter sua superficie
modificada.

Observa-se no voltamograma da Figura 8, dois pico
redox em 0,08V e 0,16V ( A ), atribuido ao
nexacianoferrato incorporado no filme, sendo que nenhum
outro pico foi observado nesta faixa de potencial.

Nenhuma corrente de processo redox aparece nesta
faixa de potencial, quando o eletrodc de cabono vitreo
( B ), ou o eletrodo modificado com filme de PPy/C1
( C ), foram submetidos nas mesmas condigdes. Estas
caracteristicas observadas confirmam a incorporacdoc do
mediador hexacianoferrato do mesmo. A maior corrente
Capacitiva mostrada no voltamograma ( A ) pode ser
atribuida aoc aumento de superficie causada pela
morfologia do filme obtide, sendo que esta e uma
caracteristica das condigdes de obtencdo do filme. &
baixa corrente capacitiva obtida, cCom O sistema
modificadce com o filme de PPY/Cl, pode ser Jjustificada

também em fung¢i&o da morfolgia. Neste caso, ¢ filme deve
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se aproximar de uma area superficial bem prdxima ao do

eletrodo de carbono vitreo.

300 T T T 4 T T T T 1 ' I

200 -

100

-100 C B
200
=300 | s 1 L I i 1 L I L I
-0.1 0,0 0.1 0,2 03 04
E/V vs ECS

Figura 8. Voltamogramas ciclicos com o eletrodo de

carbono vitreo ( A ) com filme PPY/Fe(CN)¢ /% ({ B ) com
filme PPY/C1l, ( C ) sem modificacdo. Eletrdlito suporte:
tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH = 7,4. Velocidade de

varredura de 20 mV st
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Na Figura 9, sao mostrados os voltamcgramas
ciclicos obtidos sucessivamente em diferentes
velocidades de varredura de potencial e nas mesmas
condicdes fixadas. O grafico inserido mostra a variacgao
linear da corrente em fun¢ao da velocidade de varredura
de potencial, na faixa de -0,1 a +0,4 V, no intervalc de
5 a 50 mv s,

O comportamento linear da corrente em funcido da
velocidade de varredura de potencial, sugere gue 0S
dnions hexaciliancferratc estdo incorporades no filme
desde o inicio de sua formacao® e fortemente aderidos
na superficie do filme. A guantidade de corrente
capacitiva mostrada peloeos sucessivos voltamogramas
depende de todo o processo e condigdes de obtencdao do
filme, envolvendo desde a limpeza da superficie do
eletrodo base até a lavagem do filme apds sua

obtengéoaz.
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos do filme

ppy/Fe (CN) 6> /% obtidos a diferentes velocidades de
varreduras de potencial, (A ) 5, ( B ) 10, ( C ) 20, ¢
D) 30, { E)Y 40 e ( F ) 50 mV s™'. Inserido na figura
um  grafico mostrando a dependéncia da corrente de
oxidacac com a velocidade de varredura de potencial.
Solucao tampéac fosfate 0,1 mol 1-1 pH =7,4 foi usdo como

eletrdlito suporte.
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O tempo de formacgdo do filme teve influéncia sobre
& espessura do filme, consegientemente sobre o© processo
difusional e também scbre a quantidade de mediador
incorporado no filme.

Dados mostraram que ¢ melhor filme em fungdo do
tempo de polimerizagao foil aquele obtido quando foram
usados 100 segundos. A Figura 10, mostra oS
voltamogramas ciclicos obtidocs, com filmes
eletropolimerizados nas mesmas condicdes e tempeos de
eletropolimerizacdes diferentes.

Sabe-se que uma cadeia de polipirrol é de nature:za
rigida, o que dificulta uma proximidade entre os 1ions
redox Fe(CN)g /%, por isso, a neutralidade de cargas
produzida durante o processo redox ¢é realizada pela

entrada nco filme de icns do eletrdlito.

O maior AEp ( 164mV ) para o filme da Figura 10C

( 150 seqgundos ), contra um AEp de 134 mV para os filmes
da Figura 10A e 10B, respectivamente 50 e 100 segundos,
pode ser atribulido a um aumentc da rigidez do filme,
dificultando a interacgdc entre os ilons redox Fe (CN) 774,
Pode~se ainda pensar no aumento da expessura do filme,

aumentando também a distancia difusional do cation do

eletrdélito no filme e conseglentemente © AEp. Vale
acrescentar gue o filme com malor tempo de polimerizagdo
tem um aspecto opaco e ¢ qguebradico © gue nac é
conveniente para construcdo de biossensor. O biossensor

construido com um filme cbtido usando-se 50 segundos de
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polimerizacdo n&c responde amperometricamente,
possivelmente devido & pequena quantidade de mediador
incorporado.

Para filmes finos, a taxa de crescimento do filme
depende diretamente da densidade de corrente®. Taxa de
crescimentoe do filme é variavel também em funcdoc da
resisténcia da solugdo eletrolitica, concentracao do
pirrol e potencial aplicado®. Portantc, para se obter
um filme por eletropolimerizacio, as variaveis
concentracgdc, potencial e densidade de corrente, devem
ser controladas. Com estes dados decidiu-se pelo tempo
de 100 segundos, para obtencdo do filme a ser usado na

construcac do biossensor.
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Figura 10. Voltamogramas ciclicos de filmes de
polipirrol dopados com hexacianoferrato.( A ) 50 ( B )
100 ( C ) 150 segundos de pelimerizacdc em solucgdac de

ferrocianeto 0,1 meol L™Y, contendo pirrol 0,1 mol L7t

Velocidade de varredura de potencial de 20 mV s7t.
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Verificou-se ainda, o© comportamentc do filme em
funcdo da varlagdc de pH e da natureza do eletrdlito
supcrte.

Pelos dadecs da Tabela 2, obtidos em solucgdes de
diferentes valores de pH, podemos verificar que as
correntes de pico, andédica e catdédico apresentaram

pequenas variac¢des nos seus valores.

Tabela 2. Dados de corrente e potencials obtidos em

diferentes pH.

pH *Ia **Ea *Ic **Ec
(A ) (mv ) ( pA ) { mV )
©,8 381 178 £30 20
7,4 403 1606 425 30
8,1 398 174 399 80

* corrente em microamperes ** potencial em milivolts.
onde: Ia, Ic , Ea, Ec sdoc respectivamente ccrrente e

potencial de oxidacdo e redugadc dc sistema.

Como pode—se observar za malor corrente de oxidagao
e menor potencial de oxidacdo foram obtidos guandoe ¢ pH
do meioc é 7,4. Este pH, ocasionalmente esta na faixa de

valores requeridos como otime para se trabalnar com a
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enzima salicilato hidroxilase, conforme dados que serao
apresentados posteriormente.

Pelos voltamogramas da Figura 11, pode-se verificar
que cations de raio iénico menores do que o raio idnico
do ferrocianeto nao mudam significativamente o)
comportamento eletroquimico do filme ( A ) Na* ( B )
NHy'. Para estes o valor do raic idnico estd préximc de
0,2 nm. Cations maiores, por outro lado, apresentam
grande influéncia. O raio iénico do ferricianeto e do
ferrocianeto sdo 0,4 e 0,5 nm, respectivamente®., 2
neutralidade de carga durante o processo redox fica

prejudicada, causada pela dificuldade de uma melhor

difusao do cation através do filme. Assim, 0
veltamograma ciclico ( C€C ), obtido com eletrdlito
contendo o caticon dimetilaménio {( DMA ), mostra um

aumento no potencial médio, causando um deslocamento dos
potenciais de pico do par redox.

Se o caticon hidratado tem menor raio de hidratacao
em relacdo ao dopante pode-se considerar gue ¢ mesmo tem
sua dlifusdo permitida com maior facilidade em relacio a
cutros gue possuam ralcs maliores do gue aguele.

Isto significa que o comportamento eletroguimico do
filme também pode ser alterado em funcdo da natureza do

eletrélito suporte.
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Figura 11. Voltamecgramas ciclicos do filme de
polipirrol dopado com hexaciancferrato. Diferentes
eletrélitos ( A ) Na* { B ) NHyt ( € ) DMA. O anion
presente sempre fol o cloreto. Concentragao de 0,1 mel

L' do cétion. Velocidade de varredura de 20 mvs™?,
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IV.4.1. OXIDACAO CATALITICA DO NADH

A literatura tem mostrado a importancia de sistemas
usades pare eletrocatalisar, a potencial Dbaixo, a
oxidagac de NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzido ), uma vez que a oxidacdoc do NADH ocorre a
potencial elevado®.

Un dos fatores limitantes da utilizacdo das
anélises eletrcoguimicas em amostras complexas, & a
interferéncia causada pela oxidagdo eletroquimica a
potencials elevados. Contornam-se em parte estes fatores
pelo uso de processos eletrocataliticos®®,

O NADH & o cofator usado por um grande numero de
enzimas pertencentes ao grupo das oxidoredutases. Esta é
uma das razdes gue Justifica o desenvolvimento de
metodologias capazes e eficientes para determinacido
deste cofator envolvendo processos enzimdticos NADH
dependentes.

A enzima salicilato hicdroxilase, gque converte
salicilato, na presenga de NADH e oxigénioc para catecol,
NAD" e didézido de carbono, tem sido usada para a
determinacado de salicilato. O consumo de NADH, ou de
oxilgénio, a formacao de didéxido de carbono, ou de
catecol, podem ser correlacionados com a concentracdo de
salicilato.

A construgdo de um  bicssenscr ftendo a enzima
salicilato hidroxilase imobilizada diretamente sobre um

eletrodo de platina, foil recentemente descrita“, sendo
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discutido a relagdo entre a quantidade de catecol
formada com a concentracgdao de salicilato adicionado nc
meio reacional. O potencial 6timo para obtencdo da maior
corrente faradaica, sem interferéncia do NADH e do
salicilato fol de +550 mV vs Ag/AgCl.

Entretanto, o potencial usado é elevado e pode ser
responsavel por problemas de interferéncias,
principalmente, se usado em matrizes bioldgicas.

O uso de mediadores de elétrons tem sido uma
técnica comum para diminuir o potencial aplicade em
estudos com sistemas enzimaticos. Sistemas que permitem
usar potenciais prdéximo de zerco, objetivando-se amenizar
03 efeitos de interferéncias, tais como acido ascédrbico,

88,83 tém norteado os estudos

cistelina e outros
eletroguimicos envelvendo a ceonstrucdo de biossensores
amperométricos.

Diferentes arranjos de sensores e de mediadores
eletrdnicos tém sido desenvolvidecs e utilizados para
estudar o comportamento do cofator NADE®?®°,

C hexacianoferratoc é um dos mediadcores usados na
eletrocatélise com esta finalidade®®:%8.

A principio, pode-se pensar gue O Dbiossensor
desenvolvido no nosso trabalho, respcondesse também para
NADH, no entantc, o©0s resultados mostraram gue © sistema
nao fcli sensivel para NADH, no entanto, possul uma
grande senslbilidade para catecol, nc potencial de

150 mV vs ECS.
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A auséncia de eletrocatalise para © NADH pode ser
observada na Figura 12. Nenhuma corrente catalitica foi
registrada quando se adiciona NADH e faz-se a
voltametria ciclica numa faixa de potencial entre -0,2 e
0,4V. Este comportamento pode ser atribuido ao
impedimento espacial da molécula de NADH ( PM = 709,4 ).
Sendo uma molécula grande ndo difunde através do filme
enzimatico colocadc sobre o filme de polipirrcl. Deste

modo, © sistema naoc responde satisfatoriamente a NADH.
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Figura 12. Voltamogramas c¢iclicos obtidos com:
eletrodo de carbono vitreo ( A ), e o© bilossensor na

C ) de NADH 4,0 1073 mol L7t

——

auséncia ( B ) e presencga

Sclucdo tampac fosfato 0,2 mcl L, pH = 7,4. Velccldade

de varredura de 20 mV s7t.



72

IV.4.2. ELETROCATALISE DO CATECOL

O mesmo procedimento usado para verificar o
comportamento do bilossensor em relacgido a presenca de
NADH, foi empregado para estudar o comportamento de
catecol.

Como pode ser observado pela Figura 13, ac
adicicnar-se soluc¢ao de cateccl no meio reacional, Jja
contendc NADH, uma corrente catalitica é cbtida.

A eletrocatélise do catecol { PM = 100 ) & possivel
levando-se em conta gque é uma molécula peguena em
relagdo a de NADH, sendo possivel sua difusio pelo filme
enzimatico. Trabalho anterior mostrou gue a difusao de
anions pelio filme de polipirrol dopado com cloreto é
possivelgg. O autcr mostra que © processo redox para
mcléculas organicas rieutras, comc hidrocguinona e
catecol, é melhor definido guando se usa um eletrodo de
platina modificade com PPY-Cl, em relacdo ao nao
modificado.

A peguena corrente de reducdo mestrada na figura

pode ser atribuida & redugdo de o-guinona para catecol.
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos obtidos em uma
solucdoc tampdo fosfato 0,1 mol L7, pH = 7,4. {( A )

carbono vitreo, ( B ) bicssensor, ( C ) bilossensor com

adicdo de NADH, ( D ) biossensor com adicdc de catecol.

Velocidade de varredura de 20 mvV s
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A Figura 14, mostra um cronoamperograma
relacionando-se as correntes de oxidacdes catalitica gue
sdo obtidas guando NADH e catecol sao adicionados,
separadamente, numa scolucgdo de tampdo fosfato,

aplicandc-se um potencial de 150 mV vs ECS,

T T ] T T T T T T
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8_
6_
<«
= 4t c D
- A B
2_
i MMM
ol e
1 n 1 L | 1 1 1 1
04 06 0,8 1.0 1,2
Tempo / Ks

Figura 14. Cronoampercgrama obtido com o biossensor
em solugdoc tampdc de fosfato 0,1 mol I pH = 7,4 ( 5,0
ml. }. Potencial aplicado ce 150mV vs ECS. Adicgidc de 50
Ll de: solugao de NADH 0,1 mol P ( A,B,C ). sclucaoc
de catecol 0,1 mol L™ ( D).
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Estes resultados foram decisivos para a utilizacéo
do bicssensor na determinacgdo de salicilato, usando-se a
corrente de oxidacao do cateccl produzido pela reacdo
enzimatica, para determinacdo da CONCentracac de
salicilatc no meilc.

A sensibllidade do biossenscr para salicilato pode
ser verificada ©pelos dados obtidos quandc foram
adicionadas, solucdc de NADH e em seguida, a sclucgdo de
salicilato em substituicdo & sclugdo de catecol. A

Figura 15, mostra os niveis de corrente obtidos.
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Figura 15. Cronoamperograma obtide com o biossensor

em solucao de tampdo fosfate 0,1 mol L%,

pH = 7,4.
Adigdo de 50 puL de : ( A ) solucdo de NADH 4,0 1072 mol
L. ( B ) solugdo de salicilato 1,0 1072 mol 1°1.

Potencial aplicado de 150 mV vs ECS.



77

A Tabela 3, mostra os dados obtidos pelo sistema em
termos de nivels de corrente, quando a ordem de adicao
da solugdo de salicilato e da solugdo de NADH é
invertida. Em ( A ) sdo mestrados os dados gquando é
adicionado, em primeiro lugar, a solucdoc de salicilato e
em segulida a solucdoc de NADH. Em ( B ) o inverso.

Pode-se afirmar, por estes resultados gue a ordem
de adigdo ndc tem influéncia sobre o nivel de corrente
cbtida pelo sistema, confirmando-se gue nenhum processo
quimico e/ocu eletrogquimico ocorre quande ¢ biossensor é

colocade na presencga dos reagentes em separado.

Tabela 3. Influéncia da ordem de adic&o dos
reagentes.
Segléncia *Corrente obtida apds adigao de:
de adicéao NADH Salicilato
A 0,173 1,77
B 0,172 1,78

* AT em microamperes
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IV.4.3. INFLUENCIA DA QUANTIDADE DE NADH

Na analise de salicilato, empregando-se sistema
FIA, observou-se que a guantidade de salicilato oxidado
depende da concentracdo de NADH®®-®7.

Realizou-se o estudo para encontrar a melhor
relacac entre, a quantidade de NADH e salicilato,que
pcderia ser usada empregandc-se © sistema proposto. Os
resultados sdoc mestrados na Figura 16.

A melhor relacao, entre a quantidade de NADH e a de
salicilato é de aproximadamente guatrc para um. Conforme
pode-se visualizar pelo g;éfico, com esta relacdac obtém-
se maior velocidade de @E oxidacdo de salicilato. Este
controle nac apresenta malores dificuldades, uma vez que

as solucgdes de interesse podem ser preparadas facilmente

antes de seu usoc.
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Figura 16.

Relagdo entre as quantidades de NADH e

de salicilato no meio, com a resposta do biossensor.

Potencial aplicado de 150 mV vs ECS.
salicilato 1,0 107 mol L7%,

Concentracdc de

79
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IV.5. DETERMINAGAO DE SALICILATO COM O BIOSSENSOR

Todas as determinagdes de salicilato foram
realizadas, aplicando-se um potencial de trabalho, na
célula eletroquimica, cecntendo o eletrdlito suporte.
Apbs estabilizagdo da corrente capacitiva do sistema,
faz-se a adicgdo da solucdo de interesse. )

Em seguida, com auxilioc de um agitador magnético
faz-se a homogeinizacgdo da solucdo. Deixa-se o sistema
em repouso por 20 segundos. Esse tempo fol deixado para
que somente o processo difusional seja © responsavel
pela chegada de substrato a superficie do biossensor e
pela salida de produtos da reacdo enzimatica desta mesma
superficie.

A adigdc do cofator NADH, no meio reacional, pode
ser realizada por diferentes prccedimentos. Adicionar em
etapa separada a do analite, ou simultaneamente com
este.

Em  funcé&oc dos resultados antericres, e para
facilidade operacional, todas as amostras e padrdes
foram preparadas, antes do uso contendo NADH, na relacdo
adequada.

Atribui-se a <corrente produzida nc sistema, apds
adicao de salicilato, como resultante da eletrocatélise

de catecol produzide pela reacaoc enzimatica.
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IV.6. CARACTERIZACAO DO BIOSSENSOR

Para um melhor comportamentc do biossensor, alguns
parametrcs foram estudados levando-se em conta aqgueles
que apresentam maior influéncia sobre pProcessos

enzimaticos.
IV.6.1. EFEITO DO pH

O pH o6timo para a enzima *Salicilato Hidroxilase
(salicilato 1- moncoxigenase EC 1.14.13.1) recomendado
pelo fornecedor é de 7,6 a 30°C. Outros trabalhos™ "7,
que usam a enzima imecbilizada com glutaraldeido, citam o
valor de pH 6timo, entre 6,5 e 7,6. Para o kiossensor em
estudo fol verificadoe seu comportamentc no intervalo de
pH = 6,8 a pH = 8,1. Os resultados obtidos para diversas
concentracdes de salicilato e com o mesmc tipo de tampio

sdo mostrados na Figura 17.

* O fornecedor define como Unidade para esta enzima como: Uma

unidade deve converter 1,0 micromol de salicilato e B-NADH para

catecol e PB-NAD' por minuto em pH = 7,6 numa temperatura de 30°C.
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Figura 17. Variacdo da corrente em funcdo do pH.

As solucbes tiveram seus valores de pH acertados em:
(A ) 6,1, (B

150 mV vs ECS.

) 7,4, ¢ ( C ) 8,1. Potencial aplicado de
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IV.6.2. EFEITO DA TEMPERATURA

A falta de controle de temperatura no meio
reacional, durante a realizagdo das medidas pode, em
alguns processcs enzimaticos, provocar erros na ordem de

10% por grau de temperatura.

Uma temperatura de 30°C é recomendada, relo
fabricante da salicilatc hidroxilase, como sendo dtima

para se fazer uma andlise com a enzima soluvel.

C uso da temperatura ambiente (25°C #* 1), manténm
cerca de 70% da atividade catalitica’®, em relacdo a sua
atividade na temperatura otima.

Em funcdo destes dados e simplicidade do sistema,
cptou-se para realizar todas as medidas na temperatura

ambiente (25 + 1°C).
IV.6.3. TEMPO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR

O tempo de resposta do biossensor é de
aproximadamente 40 segundos. Outro trabalho’t, gque usa
eletrodo de oxigénic tipo Clark e imobilizacdc da enzima
com  glutaraldeido, apresenta um tempo de resposta de
dois minutcs e o tempo de analise para cada amostra, é
de seis minutces. O mencr tempo de resposta para o
biossensor em estudo permite um maior numerc de dados
pcr unidade de tempo, © gue pode ser vantajcso, se

acoplado a um sistema de andlise em fluxo.
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Conceitua-se como tempo de resposta do biossensor
como sendo o intervalo de tempo que é necessaric, desde
0 momento de adigdc do substrato ( A ), até agquele que
se observa estabilizagdo da corrente ( B ). Conforme
pode ser observado pela Figura 18, a diferenca de
corrente entre o ponto ( B ) e o ponto ( A ),

corresponde a uma determinada concentracdo do analito.
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IV.6.4. ESTABILIDADE DC BIOSSENSOR

. A resposta do biossensor fol mantida por mais de 10
dias, guardado em geladeira, apds realizar nc minimo 50

medidas. O teste foi realizadce usando-se solucdo padrdo.

IV.6.5. OBTENGCAO DA CURVA PADRAO

Apds ajuste dos principais parametros do
biossensor, procedeu-se a uma avaliacgdao do mesmo, em
determinactes de salicilatc em amostras reais.

Na célula eletrogquimica foil aplicade um potencial
de 150 mV wvs ECS. Apds estabilizacao da corrente
residual em torno de trés minutos, adicionou-se s0lugao
padrdo contendo o cofator, para obtengéac da concentracgao
desejada de salicilato. Fez-se a homogelinizagao da
solugcdo e deixou-se o sistema em repouso por 30
segundos.

Em seguida, fez-se o acompanhamento da corrente
obtida até sua estabilizacgdo. Nova aliquota do padrao
foi adicionada e todo procedimentc €& repetido. Um
amperograma tipico ¢é apresentado na Figura 19. O
biossensor apresentou boa sensipilidade na determinagao
de salicilato Figura 20, onde é apresentada a curva de
calibracdo, cuja faixa linear de resposta ¢ de 1,2 107°
a 1i,3 107 mol 17!, R variacdo da corrente em fung&c da

concentracédo € dada por:
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I =1{(-20,044 £ 0,025 } + ( G,0114 * 0,0003 )

[salicilato], com

um coeficiente de correlacdc R = (0,9986. Para valores de

concentracdes maiores que 1,3 10™% mol 17!, verifica-se

uma curvatura gque pode ser explicada pela saturacdo do

sistema.
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Figura 18. Curva amperométrica tipica cbtida com o

biossensor em 5,0 mlL de sclucido tampdc fosfato 0,1 mol
1Y, pH = 7,4. Potencial aplicado de 150mV vs ECS.
Adicoes sucessivas de 50 puL de uma solucdo 1,0 1072 mol

1™ em salicilato e com 4,0 1072 mol L™! em NADH.
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IV.7. APLICACAO ANALITICA DO BIOSSENSOR

ApbSs avaliacéo do desempenhoc analitico do
biossensor, foram feitas analises de comprimidos de
ASPIRINA? AA§fe MELHORﬁE. Os resultados foram comparados
com ©s do método colorimétrico, do “Kit” fornecido pela
Sigma Chemical Co, gue é semelhante ao método oficial da

farmacopéia brasileira.
IV.7.1. ANALISE DE AMOSTRAS DE COMPRIMIDOS

Todas marcas de comprimidos apresentavam um valor
nominal de 500,0 mg de 4cido acetilsalicilico por

comprimido.

Tabela 3. Determinagdo direta da guantidade de

acido acetilsalicilico apds hidrolisado para salicilato.

AMOSTRA Salicilato (%)*®
Colorimétrico Biossensor Nominal
(KIT SIGMA) Desenvelvido
ASPIRINAY 83,6 + 1,0 86,7 + 1,3 83,0
MELHORAﬁb 87,2 £ 1,4 86,2 £ 1,6 88,0
AAéE 87,0 £ 1,3 86,9 £ C,8 87,0

*média e desvio de trés determinacdes para cada amostra.



90

Como pode ser visto pelos resultados da Tabela 3,

os dados apresentam uma boa correlacdo entre os métodos.

IV.8. CONCLUSOES

Pela primeira vez £fol desenvolvide um sistema
enzimdtico para determinacdoc de salicilatoe, utilizando-
se um processo diferente para imobilizacgdo do mediador e
da enzima salicilato hidroxilase.

Umza exelente aderéncia dos filmes sobre o eletrocdo
foli consegulida, necessitando-se de polimentos para
remocao dos mesmos.

O potencial de 150 mvV vs ECS usado nas medidas
amperométricas € prdéximo aos valores de potenciais
adequados, para sistemas enzimaticos, pertencentes ao
grupo das oxidocredutases. Potenciais baixos, amenlzam 0OS
efeitos por interferéncias provenientes da redugdao de
cxigénioc molecular e a oxidagdo de compestos como
ascorbato, uriato e paracetamcl ndao deverdo contribulr
para © sinal da resposta®.

Os valores encontrados utilizando-se o bicssensor
sdo semelhantes aos do método colorimétrico. Mesma
tendéncia de resultados fol encontrada anteriormente,
para a analise de aspirina, empregando-se eletrodc ion
seletivo® 83, FIA com deteccao potenciometria, e
Bristish Pharmacopeia (B.P.Methods)®, quando wusados
para anadlise de ASPIRINA e AAS obteve valores muito

préximos aqueles cbtidos neste procedimento.
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Com o método proposto, a determinacdc do proeduto
hidrclisado das amostras, é direto.

E um procedimento extremamente simples, podendo ser
empregadc com vantagens, principalmente, naquelas
situacdes onde grande nUmero de amostras precisam ser
analisadas.

O pequeno volume de amostra requerido, comparado
aos métodos colorimétricos proporcicna a utilizacdo do
método para andlise de amostras de volume reduzido.

O método nao requer eguipamentos sofisticados
permitindo sua utilizacio em andlise de rotina.

Finalmente, 0s resultados obtidos com a nova
metodologia é superior em termos de sensibilidade em
relagaoc as outras metodoclogias existentes.

Como desvantagens do sistema pode-se mencionar a
necessidade de controle de pH, sendo este limitado a uma
pequena faixa para gue © sSistema mantéba uma resposta
razoavel e o contrcle da relacdo entre a quantidade de

NADH e de salicilatoc no meio.



CAPITULO V

BIOSSENSOR PARA GLICOSE
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V.1. IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DE GLICOSE

A determinacdoc de glicose em matrizes bicldgicas é
uma das principals rotinas de analises de todos
laboratérics clinicos.

Ndac ¢é menos importante a determinagdc deste
composto em uma variedade de produtos industrializados
e/ou de origem natural.

Visualizar a 1importancia do desenvolvimento de
técnicas para determinacidce de glicose, que sejam
rdpidas, precisas, econdmicas e preferencialmente de
manuseio simples, naoc é dificil, levandc-se em conta o
grande numero de individucs gue sdo acometidos de
enfermidades envolvendo quantidades anormais deste
metabdlito no organismo.

Procedimentos analiticos que possibilitem analises
em tempos reais, aliados a facilidade e simplicidade de
execucac é uma busca constante, principalmente, na area
médica.

Mundialmente, o numerc exato de diabéticos ndo é
conhecido, porém estima-se que entre mil 1ndividucs,
sete sofrem desta enfermidade e destes, trés pertencem a
classe do tipo I, ou seja, 1ndividucs que ndo produzenm
gualgquer guantidade de insulina. Nestes casos, a
administracdo ¢ necessaria de duas a guatro vezes por

dia, sendo talvez a grande dificuldade existentel®.
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Recurscs técnicocs para determinar ¢ nivel de
glicose no sangue, acoplado a mecanlismos de
administracdo automatica de insulina sdo inexistentes.

O uso indevido da insulina leva a estados de

hiperglicemia ou de hipoglicemia. Em gualquer destas

situacdes os cuidados médicos sdo necessarios para um

correta dose de

bom diagndéstico e administracdac da

insulina.

A Figura 21, mostra a evolucé&o do nivel de glicose

no sangue em dois individuos, sendo um deles normal e ©

ocutro diabético.
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Figura 21. Evolucé&o do nivel de glicose no sangue.
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V.2. METODOS PARA DETERMINAGCAO DE GLICOSE

Alguns “Kitsg” tém sido comercializados para
avaliacdo colorimétrica do nivel de glicose na urina. E
uma analise ineficiente porque nao retrata a realidade,
uma vez que os dados obtidos, sdao posteriores aocs
efeitos causades no organisme.

Pode-se também, mencionar gue a outra desvantagem
esta relacionada com a decomposicao dos reativoes
adsorvidos, geralmente em fitas de papel, pela acdc da
luz, umidade e calor.

Assim, as metcodolcegias com malor aceltacgdce, sao
aquelas que podem retratar, em temp¢ minime, © nivel de
glicese no sangue.

Usando-se uma geta de sangue, pocde-se obter
visualmente e/ou com ajuda de equipamentos eletrdnicces,
a concentracdo de glicose no mesmo.

O problema consiste nagueles Casos onde ha
necessidade em realizar até oito andlises diérias.

Uma solugdo para monitorar os nivels de glicose no
organismo, por melio de senscres, €& 0 acoplamento de
sistemas que mantém o© nivel de insulina adeguadc no

organismo, sendo feito automatilcamente.
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V.3. REAGAO DA GLICOSE CATALISADA PELA ENZIMA

A enzima glicose oxidase em presenga de oxigénio
converte glicose em acido glicdénicoe e perdxido de
hidrogénio.

As anédlises enzimdticas de glicose, envolvendo a
quantificagdo do consumo de oxigénio ou a determinacéio
de perodxido de hidrogénio formado durante a reacdo, s&o
¢s procedimentos mals empregados. O mecanismo das
reacdes envolvidas no processc, bem como o0s problemas
relacionados com 05 altos potenciais necessarics para
monitoramento do consumo de 0O, ou producac de H,0,, sa&ao
discutidos detalhadamente na literatura®. A metodologia
consistindo-se nc monitcoramentc de oxigénio via reducéo
requer um potencial de -0,6 V vs Ag/AgCl. Este potencial
provoca muitos problemas com o material do eletrodo.

A determinacao amperométrica de H205 é outro
procedimento que também tem sido empregado. O mecanismo

envolvido é representado pelas seguintes equacdes:

GOD (FAD) + glicose€ ————)p GOD{(FADH;) + acido glicdnico
GOD (FADH,) + 0; o) GOD(FAD) + H0,

Na superficie do eletrcdo metalico,
650mvV

H,0O, ———’ G, + 2H" + e
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O potencial de 650mV é suficientemente alto para
oxldar outras substancias enddgenas, como por exemplo, ©
acido ascoérbico.

Biossensores para determinacdc de glicose, que
empregam mediadcores eletrdnicos, oferecem vantagens,
pois permitem uma troca eletrdénica mais eficiente entre
o centro ativo da enzima e o eletrodo, reduzindo agueles
potenciais.

O processo envolvido consiste na reducizo da enzima
pelo substrato e a conseqiente oxidacdo da enzima pelo
mediador de elétrons, sendo que a oxidacdo do mediador é
realizada eletroguimicamente,

A transferéncia eletrdnica direta entre enzima e
eletrcdo ndoc ocorre com eficiéncia, entretanto, o
processc fica rapido e eficiente se um mediador de

elétrons ¢ utilizado para efetuar esta transferéncia®.

V.4. ELETRODO PASTA DE CARBONO

O carbonco na forma de grafite € um material de
paixo custo, versatil, de facil manuseio, respesta
voltamétrica estéavel, correntes residuails baixas e faixa
de potencial anddico relativamente ampla em relacdo aos
materiails classicos, usados na construcadao dos diferentes
tipos de sensores eletroquimicos®®,

As recentes descobertas envolvendo a composicdo de

grafite em pd, com outros materiais, como por exemplo a
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silica gel modificada'®, torna este campo de pesquisa

uma alternativa de grande importadncia para a preparacao
de eletrcdos quimicamente modificados bem como a
construgdo de blossensores.

Estas propriedades credenciam este material para
ser usadc na construgdoc de eletrodos guimicamente
modificados na forma de pasta de carbono®®t.

Trabalhosm34m”ws, sobre o assunto mostram © grande
interesse por esta nova area de pesqguisa, bem como 0

grande campc de aplicacdes.
V.5. MEDIADOR ELETROQUIMICO PARA BIOSSENSOR DE GLICOSE

Técnicas diversas s&o descritas na literatura para
imobilizagao destas espécies nas superficies de diversos
sensores.

Dentre o©s mediadores mails utilizadcs citam-se:
ferroceno e derivados, derivados de quinona'®® e sais
organicos condutores'®.

O ferroceno e seus derivados!®®-1%

tém obtido atencao
especial na construcac de biossensores ampercmétricos.

O ferrocenc tem se mostrado comoc o mals versatil e
adequado para construcao destes dispositivos,
possibilitando inclusive, © aparecimento de dispositivo
comercial, portatil, do tamanho de uma caneta, para
determinac¢do de glicose. Ele ndc ¢é téxico e néo
apresenta contra-indicacgao, mesmo se ingerido em

quantidade relativamente elevada®t?. Esta
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biocompatibilidade do ferroceno pode ser importante para
¢ desenvolvimentc de dispeositivos z serem implantados emnm
humanos.

Alguns trabalhos tém sido publicados mostrando a
utilizacdo de silica gel, ou =zebdlito como suporte
inerte, que pode ser empregada para imobilizar espécies
mediadoras de elétrons e na construcidc de sensores de
pasta de carbono?®:%.

O uso destes materiais em processcs cataliticos,
pode ser importante, devido as suas caracteristicas como
grande area superficial, porosidade, facilidade de

imobilizar mediadores eletrdbnicos e boa resisténcila

mecanical®3.

V.6. BIOSSENSOR DE PASTA DE CARBONO PARA GLICOSE

O biossensor de pasta de carbono mais estudado é
sem duvida, ¢ usado para determinacido de glicose, em
diferentes matrizes.

O interesse e Justificado pelo uso deste
dispesitivo, na area clinica/médica, para determinacdes
de glicose, principalmente, nos casos de pacientes
portadores de diabetes, onde os resultados tem gue ser
obtidos com relativa rapidez.

C primeiro biossensor tipo pasta de
carbcno,utilizando-se uma mistura de silica gel

modificada com mediador e enzima, para construcdc de um



100

biossensor para determinacdo de glicose, foi

desenvelvido neste trabalho.

V.7. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.7.1. ESTUDO DAS PROPRIEDADES REDOX DA STFc

Inicialmente, verificou-se o) comportamento
eletroquimico da pasta de carbono preparada com ST, STFc
e S8TFcEz, por voltametria ciclica.

A faixa de potencial entre 0 e 0,5 V fol usada para
se fazer a varredura de potencial para os diferentes
tipcs de pasta.

Na Figura 21A, ¢é mostrado o voltamograma ciclice
ocbtido quando a pasta fol preparada com ST. Pode-se
verificar que nesta faixa de potencial nac apresenta
nenhum plico de corrente.

Quando a pasta de carbono contende a 8STFe em sua
compesicao, foi submetida as mesmas condicdes
voltamétricas, aparecem dois picos de correntes, como
pode ser visto pelo voltamograma da Figura 21B.

O valor de 0,30 V vs ECS, para o potencial médio,
sugere que o© processo redox pode ser atribuido ao par
redox Fe(II}Cp / Fe(III)Cp.

Semelhante comportamento fol verificado, quandoc a
pasta de carboeno é preparada com STFcEz. (0s dados séo

mostrados pelo voltamograma da Figura 22C.
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A menor corrente de pico observada em relagaoc z 21B
( 8TFc ), indica gue mencr quantidade de mediador esta

imobilizada juntamente com a enzima.
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E/V vs ECS
Figura 21. Voltamogramas c¢iclicos obtidos com
sensor tipce pasta de carbono con ( A ) 8T, ( B )
STFc, ( C ) S8TFcEz. Eletrdélito suporte tampao fosfato
0,025 mol Lt pH = 6,8. Velocidade de wvarredura de

10 mvV st
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V.7.2. INFLUENCIA DO ELETROLITO SUPORTE

A natureza do cation ndo afeta ¢ potencial médio
( Em ) dc processoc redox comc pode ser analisado pelos

dados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito da natureza do cation do eletrdlito
suporte, sobre a resposta voltamétrica dc sensor tipo

pasta de carbono com STFc.

Cation~ Em (mV)  ABp (mV) Ipa (MA] TIpc (pA)
Dimetilamdnio 310 118 4,9 5,6
Amdnio 306 102 6,6 7,1
Litio 304 100 6,9 7,3
Potassio 302 98 7,5 8,5
Sédio 298 104 7,2 7,9

*Todas as solucdes foram preparadas a partir de sais com anion

cloreto e cecm uma concentracdo de 0,1 mol L7t
1

Velocidade de varredura de potencial de 10 mV s .

A regularidade dos valores obtidcos para o potencial
médio( Em ), usando-se diferentes cédtions no preparo do
eletrdlito, pode-se sugerir que os céticns estudados nao
interagem com ¢ metal central da espécie eletroativa.

Ao contrario, a natureza do anion tem grande
influéncia sobre o comportamentc eletroguimico do sensor
tipo pasta de carbcno com 8TFc. De acordo com os dados

da Tabela 5, pecdemos verificar gue o potencial médic



103

varia em funcdo da natureza do &nion do eletrdlito

suporte.

Tabela 5. Efeito da natureza do anion do eletrdlito
suporte sobre a resposta voltamétrica o sensor tipo

pasta de carbono com STFe.

Anion* Em (mV) AEp {mV) Ipa (uA) Ipc (MA)
Perclorato 318 104 7,0 g,5
Cloreto 310 91 7,3 9,7
Nitrato 308 87 7,4 10
Fosfato 280 75 29 33
Acetato 280 72 22 26
PIPEs 272 67 34 36

*Todas as solugdes foram preparadas com sals contendo sédio. R

concentracio das solucgdes foi ¢,1 mol L.

& velccidade de varredura de potencial foi de 10 mv s,

O aumentc de Em, observado na ordem perclorate >
cloreto > nitrato > acetatc = fosfato, mostra que alguma
interacgdo ocorre entre ¢ anion e o eletrodo.

Comportamento semelhante é mostrado por
Taraszewska'®, em estudos com complexos de niguel.

Neste trabalho, fol correlacionada a mudanca do
potencial médic com a capacidade do anion se difundir
dentro da pasta de carbcno e a interacdo existente entre
0 anion do eletrdlito com a espécie eletroativa da

pasta.
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A Jjustificativa pode ser feita levando-se em conta
a capacidade de coordenacao do anion com o ferrc da

espécie eletroativa®®®.
V.7.3.EFEITO DA CONCENTRAGCAO DO ELETROLITO

A concentracdao do eletrélitc suporte também afeta
significativamente o comportamento eletroquimico do
sensor c¢ontende 8TF¢, 1imobilizade na silica gel. Os

dados obtideos podem ser visualizados na Figura 22.
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos obtidos em
diferentes concentracdes do eletrdlito suporte fosfato
de sédic. ( A ) 0,025, ( B ) 0,05, ( C ) 0,1 mol L7%.

Velocidade de varredura de 10 mvV s7t.
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O aumento de corrente de pico verificado com o©
aumento da concentracidc do eletrdélito pode ser atribuido
ao aumento do agente de transporte de carga, promovendo
uma cempensagac de carga no sistema.

Neste «caso, & razadc entre a carga anddica e
catédica foi prdxima de um. Sendc gque a Sseparagac entre
potenciails de pico ndoc fol zerc. O estudo da variagao de
velocidade de varredura do potencial, mostra que para
velocidade de varredura { v ) maior gque 2mvV s, o
graficoc da corrente de pico em func¢ao da raiz quadrada
da velocidade de varredura ( v/?2 ) é linear, Figura 23.

Este comportamento €& similar agqueles processos que
sdo controlados por transporte de massa, apesar do
complexo, neste caso, estar fortemente adsorvidce no
suporte. Atribul-se este comportamento ao transporte
iénico gue ocorre no eletrdlito, ou através da interface
do sensor para compensacao de carga.

Pode-se ainda supor qgue alguma ccntribuicgac para
tal comportamento € proveniente do mecanismo @ de
transferéncia de elétrons no sistema. Semelhante, ao

que ocorre em filmes poliméricos”ﬁ, envolvendc o©
processo “jump”, ou seja, a transferéncia eletrdnica ndo
¢ feita em fluxoc continuo mas na forma de saltos, que

passam de uma molécula a outra de forma nao

seqglienciada.
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Figura 23. Variagdo da corrente de picoc em funcao
da raiz quadrada da velocidade de ~varredura de
potencial. Solugdo de <tampic fosfate 0,1 mel L7%,

pH = 6,8 como eletrdlito suporte.
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V.7.4. ESTABILIDADE DO SENSOR

A estabilidade do sensor, e conseqgientemente da
pasta contendo 8TFc, fol estudada por voltametria
ciclica. Pelos valores de corrente de pico anddico e
catédico da Tabela 6, pode-se afirmar que o0 sensor nao
sofre modificacido de propriedades eletroquimicas pelo
menos durante a varredura de potencial, durante mil

ciclos consecutivos.

Tabela 6. Dependéncia da corrente de pico em funcao do

nimero de ciclos veltamétricos.

* Numero de ciclos Ipa (pA) Ipc (MA)

1 17,4 18,6

2 16,7 18,5

10 le,7 18,4

20 1€,6 18,5

50 16,6 18,5

100 16,5 18,3

200 16,6 18,32

500 16,5 18,4

1000 16,4 18,2
*Eletrélito suporte: solugadoe PIPES 0,1 mel LY pH = §6,8.

Velocidade de varredura de potencial de 10 mV s7t.
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V.6.5. EFEITO DE pH

O efeitc da concentracgdo hidrogenidnica do meio,
igualmente estudado por voltametria ciclica, usando-se o
mesmo sensor nas diferentes condicgdes de pH. A faixa de
pH foi limitada entre 4,0 e 7,0, porgue valores menores
nao foram de interesse, uma vez dgque a enzima glicose
oxidase apresentou baixa atividade. Melio mais basico
podem 1nterferir no suporte silica gel aléem de afetar a
atividade da enzima.

Pela Tabela 6, pode-se verificar gue o potencial
médio aumenta para valcres mais positivoes & medida que ©
rH diminui. Os dados sSao concordantes com o)
comportamento observado para a maioria dos complexos de
ferro®’. A formacdo de um par idnico estavel entre H' e
0 mediador é uma justificativa razcavel para os dados
uma vez que o proéton HY possui uma constante de
associacac maior em relacao a outros ions de metails

alcalinos®.

Tabela 6. Efeito do pH sobre o potencial médio

* pH do eletrdlito Em {(mV)
4,5 367
5,1 341
6,8 288
7,5 283

*Eletrélito: solucdce PIPES 0,1 mel L7*.Velocidade de varredura de

potencial de 10 mv s .
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V.8. ATIVIDADE CATALITICA DO BIOSSENSOR

A atividade da enzima imobilizada, para oxidacgac de
glicose foil verificada pela corrente catalitica
apresentada na resposta voltamétrica obtida, quando o©
biossensor é colocado num meio contendo glicose, Como

pode ser visto pela Figura 24.



111

B8O -

60

40

20}

[/ A

-40} i

-60 -

-80 1 ] i ! I ] | ] ]
-0.2 0.0 0.2 0.4 06 0.8

E/mVvs ECS

Figura 24. Voltamogramas ciclicos obtidos com o
biossenscor na auséncia ( A ), e na presencga ( B ) de
solucdo de glicose 1,0 107% mol L™'. Eletrédlito usado foi
uma  solugdo tampidc PIPES C,1 mol LY ©pE = 6,8.

Velocidade de varredura de 10 mv s7t.
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A eletrcocatalise do bicossensor fica evidenciada,
observando-se a wvariacao da corrente catalitica ( Ic )
em fungdo das diferentes velocidade de varredura de
potencial, mostrado na Figura 25. A variacdo decrescente
em func¢dc da velcocidade de varredura de potencial mostra
que o processo catalitico é lento. Uma possivel razao,
seria a dificuldade do substrato em se difundir através

da pasta.

i \.
1,5 \ T

1,0 T T y T - T y T
0 5 10 15 20

Velocidade de VarreduramV s’

Figura 25. Variagdo da corrente catalitica em
fungao da velocidade de varredura. Sclucdoc de gliccse de

1,0 107 mol L. Solucdo PIPES 0,1 mol LY, pH = 6,8.
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vV.8.1. TEMPO DE RESPOSTA DO BIOSSENSOR

Condidera-se tempo 1inicial como sendo aquele do
instante da adicdo do substratc no meio e tempo final
como aquele onde a corrente faradaica do sistema se
estabiliza. Pela Figqura 26, pode-se avaliar gque um tempo
de 15 segundos foi suficiente para o sistema atingir o
maximo de corrente. Por 1isso, o tempo de resposta foi
cerca de quinze segundos, similar aqueles observados

para biossensor de glicose reportado na literatura®®?'?,
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Figura 26. Tempc de resposta para o blossensor apds
adigdo de 50 uL de solugdo de glicose 1,0 1072 mol L' em
5,0 ml de solugdo tampdo PIPES 0,1 mol L', pH = ¢,8.
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V.8.2. LIMITAGAO DIFUSIONAL DO SISTEMA

As medidas feitas sob agitacio constante, foram
semelhantes 3aquelas onde o© sistema se encontrava em
equilibrio dinamico.

Este comportamento pode ser Justificadc via
controles difusionalis de espécie no sistema.

O grafico de Eadie-Hofstee, Figura 27, cbtido com c©
biossensor mostra uma curva convexa em relacdc a origem
dos eixos cartesianocs.

Desde © primeiro eletrodoe de pasta de carbono
modificado'®, tem sido feito estudos para © entendimento
do comportamentc do eletrode pasta de carbono. Alguns
trabalhos buscam a caracterizacdo do processo catalitico
de sistemas construidos com enzima imobillizada e
mediador redox no eletrodo de pasta de carbonol?t:123,

0 grafico da Figura 217, mostra uma curva
caracteristica de sistemas enzimaticos onde a quantidade
de mediador incorporado na superficie do eletrecdo é
pequena®. Entretanto, no sistema estudade a guantidade
de mediador imecbilizada ¢é relativamente grande. Uma
possivel explicagdo para este comportamento envolve o
mecanismo de transferéncia de elétrons do cofator da
enzima para © mediador.

Uma alternativa da transferéncia de elétrons seria
realizada por um “ponte” formada pelo cofator da enzima

e o mediador na superficie da silica, como anteriormente

proposto®. Desta forma, peguena guantidade de mediador
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estaria suficientemente préximo da enzima para
proporcionar a interac¢ao com a flavina da enzima e uma
pequena guantidade do mediador poder& estar prdédximo da
enzima para 1interagir com a flavina da enzima, o que
pcde ser justificado pela rigidez da matriz'?®. Se por um
lado a grande rigidez da matriz impede uma eficiente
interacac de todo o© sistema, a alta densidade de
empacotamento promove uma orientagdo particular da
enzima e do mediader na superficie da silica. Esta
suposicdc permite uma interacdo favorecida entre =z
enzima e o mediador.

Qutro ponto que deve ser considerado € a porosidade
da silica, onde pequenos poros podem ser blogueados
durante o procedimento de imobilizacdo das espécies. O
blogueio causa uma diminuicdo da gquantidade de mediador
eletroguimicamente ativo do processo catalitico se
comparada a quantidade quantificada. Istc leva a pensar
que a glicose deve se difundir para dentro da pasta. Um
comportamento similar aos estudos tedricos de processos
com limitacdo difusional interna®®'?%125 gste fato deve
explicar porgue a agitacdc ndoc afeta os valores de
medidas de corrente. Como a difusac externa ndo afeta o
processo, e a guandldade de mediador ative na mediacdo
eletrdnica, aparentemente é pequena, justifica-se entio
o grande nivel de corrente cbtido com o biossensor se
cemparado com  outros sistemas®, pela alta area
superticial da silica gue permite maior gquantidade de

enzima disponlivel para reacio.
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V.9. ESTABILIDADE DO MATERIAL

Um importante aspecto a ser considerado é o da
estabilidade do Dbiossensor bem como o de seus
componentes.

A pasta pode ser armazenada por até seis meses, em
geladeira, mantendo-se a mesma atividade. Isto € de
fundamental importancia pois permite uma maior
semelhanca entre Dblossensores construidos em dias

diferentes.

V.10. CURVA PADRAO PARA GLICOSE

Curva amperometrica tipica é mostrada na Figura 28,
obtida com adig¢des sucessivas de aliquotas de 50 uL de
solucgéao de glicose 1,0 1072 mol L7t na célula

eletroguimica contendoe 5,0 ml de solugic tampdc PIPES

0,1 mel L', pH = 6,8.
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Figura 28. Curva amperométrica obtida com adigdes

de 50uL de solucdoc de glicese 1.0 1072 mel L. Potencial
aplicado igual a 340 mV vs ECS.
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Dados obtidos de experimentos amperométricos,
feitos com diferentes concentraces de glicose, sao
mostrados no grafico Figura 29. A curva possui uma faixa
linear de resposta entre 1,0 10 e 7,0 10™* mol L%,

descrita pela equacdo de reta:

I =¢{(-20,012%+0,004 ) + (0,608 * 0,009 )[ glicose .

S ‘ l 1 T T
4 [ o

[ g

o -

\ ——
3 _
2

F | | | l |

O 3 6 9 12 15

[ Glicose] / mmol L™

Figura 29. Curva de corrente ern funcgac da
concentracao de glicose, ocbtida com o© biossenscor.
Solugdo PIPES 0,1 mol L™, pHE = 6,8 foi usada como

eletrdlito. Peotencial aplicado de 340mV vs ECS.
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Esta faixa foi usada para calibrar o biossensor
para as analises. Acima desta faixa, a resposta nic foi

linear, indicando que a enzima pode estar saturada.

V.11l. ANALISE DE AMOSTRAS DE SORO SANGUINEO

A determina¢dao de glicose em amostras de soro e
amostras de padrao Merck, foram feitas em triplicata
utilizando-se o© biossensor e 0s resultados comparados
com aqueles obtidos usando-se o “Kit” da Merck, que é
uma metodologia enzimatica com deteccdo colerimétrica.

Os dados sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Quantidade de glicose ( mg/dL ) encontrada

usando-~se o Kit da Merck e pelo biossensor.

AMOSTRA *KIT MERCK BIOSSENSOR
Padrao Merck 100 103 + 4
Amostra de soro 1 g7 84 + 3
Amcstra de soro 2 83 83 + 2
Amostra de soro 3 120 119 + 5
Amostrza de soro 4 234 208 + 8
Amostra de soro 5 187 191 + 5

*0Os resultados foram obtidos pelo laboratério de Hospital das

Clinicas da Unicamp.
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Como podem ser vistos por esta tabela, os métodos

usados apresentam uma boa correlagao de dadoes.

V.12. CONCLUSOES

Pelos dados obtidos no decorrer do trabalho,
conclui-se que a silica gel pode ser empregada para
construir novos eletrodos modificados tipoe pasta de
carbono.

O material mostra-se adequado para propostas
cataliticas, devido as suas caracteristicas tais como:
grande area superficial, porosidade, resisténcia
mecanica/quimica, versatilidade de mediadores
eletrdnicos gque podem ser imobilizades na supeficie.
Estas caracteristicas constituem vantagens gue podem ser
melhor avaliadas para © aprimoramento na construgdo de
sensores.

Embora © mecanismc de tCransferéncia de elétrons nao
esteja completamente estabelecido, a estabilidade do
mediadcr e da enzima e a alta sensibilidade do
biossenscr, neste caso, ccloca a silica gel modificada
comc um artificio promissor a ser usado na construcao
destes dispositivos para uso em analise.

A boa correlacdc entre a metodologia classica de
analise para glicose e o biossensor confirmam o grande
potencial gue pode ser explcradc com este sistema.

A construcdoc do biossenscor é& simples e nac reguer

cuidados especials de armazenamento, sendo apropriado
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para uso em experiéncias didaticas. A estabilidade
apresentada pelo material pode ser promissor para
imobilizar outres mediadores de elétrons, principalmente
quande estes nac sdo muito estaveis em suas formas

livreg?3:126

V.13. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtides com os dois biossensores,
permitem prever outras possibilidades de trabalho, né&o
s6 com as enzimas estudadas, como também com outros

sistemas enzimaticos. Assim poder-se-ia citar:

- Substituigéc de filme de glutaraldeidc por cutro filme

eletropclimerizado.

- Imobilizar ¢ mediador e a enzima num Unico filme

eletropolimerizado.

— Utilizagdo da silica gel modificada para imobilizacdo

de salicilatc hidroxilase e ¢ mediador.

- Usar o sistema silica gel modificado com TiO, para
imobilizar diversos tipos de mediadores de interesse na

construcao de biossensores.

- Utllizacdo de sistema FIA, com os dois tipos de

Sensores.
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- Amplificacdac da resposta dc biossensor envolvendo

NADH, com utilizagdo de outro sistema enzimatico.

- Usar o0s pbiossenscres para determinacdo de salicilato

em matrizes bicldgicas, como soro sangliineo e urina.
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Apéndice 1.

l. Benzilviologeno

2. Pirrolferroceno

3. 3-( 3,6 Dioxaheptiltiofeno )

4. 6{pirrol-l)hexil9,10antraquincna-2sulfonato

5. 3~-(o-ferrocenil-6 hidroxifenil)pirrol

6. N Vinilcarbazel

7. Difenilanina

8. Poli(aminosacarideo),[2—amino—2—dioxi—(1—+4)—B—D
glicopirano;poli{l,4-B-D glicopiranosaminal
pclianilina

9. Ditieno[3,4-bl3",4'-d] tiofeno

10. N-{3(trimetoxisilil))propil pirrol

11. Poliaguiltiofeno

12. Poli{3-(tiofeno-§ butano sulfonato)de sddio

13. Polialquilpirrol

14. Isotiznofiteno

15. 1 metil-1-(3 pirrol-1 propil)-4,4’ bipiridinio
tetrafenilbcrato

16. Benzotiofeno
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