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RESUMO

Titulo: “Desenvolvimento de um biossensor amperométrico para alcool, empregando mediadores
de elétrons imobilizados sobre Si0./Nb,0<”,

Autor: Antonio de Santana Santos

Qrientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palavras-chave: Eletrodos modificados, biossensores amperométricos, mediadores de elétrons e

enzimas

Neste trabalho foi empregada a silica gel modificada com 6xido de nidbio, contendo 1,4
mmol Nb/g de material. Esta matriz foi utilizada como suporte para imobilizagdo dos corantes
organicos: Azul de Meldola, Azul do Nilo e Azul de Toluidina, adsorvendo, respectivamente, 53,
48 ¢ 59 pmol/g de material. Posteriormente, estas matrizes foram empregadas na claboragio de
cletrodos a base de pasta de carbono. Com estes eletrodos foram realizados estudos das
propriedades eletroquirnicas e da capacidade de eletrocatalisar a oxidacdo do NADH. Nestes
estudos observou-se que o potencial formal dos mediadores adsorvidos na matriz de silica-niobio
nio variaram numa faixa de pH entre 5 a 8. Todos os ¢letrodos mostraram-se como excelentes
dispositivos para a detecgio de NADH com alta sensibilidade e estabilidade, sendo possivel realizar
mais de 300 determinaces de NADH com desvio padrio relativo inferdor a 3 %. Destaca-se o
sensor contendo o mediador Azul de Meldola que apresenton faixa de resposta linear de 1.0 107 a
7,5 10 mol L™ para NADH e sensibilidade de 48 mA L™ mol, a um potencial aplicado de 0,0 mV
vs ECS. Também foi estudada a cinética de transferéncia de elétrons entre o mediador adsorvido € o
NADH, empregando-s¢ eletrodo de disco rotatorio. Estes estudos indicaram que a reagdo de
oxidagdo de NADH deve acontecer através da formagdo de um complexo de transferéncia de carga
entre 0 mediador ¢ 0 NADH. O aumento na velocidade de reagiio, kg, com o aumento do pH da
solugdo foi atribuido ao aumento na diferenca de potencial redox entre 0 NADH ¢ o mediador. Uma
vez realizados estes estudos, partiu-se para o desenvolvimento de um biossensor para Alcool,
utilizando-se a enzima alcoo! desidrogenase. Com o biossensor resultante, foi determinada a
concentragdo de etanol em diferentes bebidas, tais como: cerveja, uisque, vinho, icquila e
destilados. Os resultados foram todos concordantes com o teor de alcool acusados nos rotulos destas
bebidas. Também foram realizados os teste de recuperagio com todas as bebidas avaliadas e os
valores ficaram préximos de 100 % com desvio inferior a 3 %, demonstrando que ndo ha
interferéncia significativa da matriz na resposta do biossensor, Este biossensor apresentou elevada
estabilidade, podendo ser utilizado por mais de 80 dias sem mudanga significativa na resposta.
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ABSTRACT

Title: “Development of an amperometric biosensor for ethanol employing electron mediators
immobilized on 8i0-/Nb-Q5"

Author: Antonio de Santana Santos

Adviser: Lauro Tatsuo Kubota

Keywords: Modified electrode, amperometric biosensor, electron mediators and enzyme

In this work the silica gel modified with niobium oxide, contammg 1,4 mmol Nb/g of
material was employed. This matrix was used as support for immobilization of organic dyes:
Meidola Blue, Nile Biue and Tolnidine Blue, adsorbing 55, 48 and 59 pmol /g of material
respectively. These matrices were employed on the preparation of modified carbon pasie electrode.
With thesc electrodes electrochemical investigation of theirs behavior were carried out as well as
the electrocatalytical oxidation of NADH. The formal potential of the dyes in these electrodes were
independent of the solution pH between 5 and 8. The electrodes proceeded as excellent sensors for
NADH determination with high semsitivity and stability, allowing more than 300 determinations
with relative standard deviation lower than 3 %. The sensor containing Meldola Blue was
highlighted, showing a linear response NADH concentration range between 1.0 x 10° and 7.5 x 10
mol L, with a sensitivity of 48 mA L mol at an applied potential of 0.0 mV versus SCE. The
kinetic of the electron transfer between NADH and the electron mediators employing rotation disk
clectrode were also investigated. The formation of an intermediate charge transfer (CT) complex
between NADH and mediator was proposed. The rate constant of the reaction, kas, Increased with
the solution pH, and it was assigned to the thermodynamic driving force between NADH and
electron mediator. After these studies, an amperometric biosensor for ethanol was developed,
employing the alcohol dehydrogenase enzyme. The ethanol was determined in different alcoholic
beverages like beer, whisky, wine and spirits employing the developed biosensor. The results were
in agresment with the nominal values. Recovery of about 100 % were obtained with different
beverages, indicating that the matrices have no effect on the biosensor response. The biosensor
showed an cxcellent operational stability, allowing measurements for over than 80 days, with no

significant change.
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1. Introdugdo Tedrica

I. INTRODUGAO

A eistroquimica € uma importante drea de desenvolvimento gue vem
conquistando espago nos mais diversos campos. Isto se deve ao baixo custo de
operagao, & enorme possibilidade em aplicagdes analiticas e também a sua
utilizagdo como ferramenta de estudo de indmeros fendémenos envolvendo
transferéncia de elétrons [1-6].

Na quimica analitica, a eletroguimica tem vasta atuagédo com o emprego
dos eletrodos quimicamente modificados, EQM's [7-9]. O desenvolvimento destes
dispositivos busca correlacionar detecgéo rapida, especifica, sensivel, estavel e de
baixo custo em amostras alimenticias, ambientais, clinicas, etc [4,10-11]. A
modificag@o do eletrodo visa pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica
da interface eletrodo-solugéo como forma de alterar a reatividade e seletividade do
sensor base.

Uma importante estratégia no desenvolvimento dos EQM’s é através da
incorporagdo de componentes biolégicos tais como enzimas, anticorpos, bactérias
e outras moléculas biologicas. Esta estratégia visa dotar o sensor da alta
seletividade destas espécies por seus substratos [12-14]. Entretanto, estes
componentes preéisam ser acoplados a transdutores para a obtencdo dos
chamados biossensores [15]. Nestes acoplamentos surgem alguns problemas
como a estabilidade e a eficiéncia do transdutor [16].

Entre os biossensores, 0s enzimaticos sd0 os mais empregados.
Certamente o grande numero de enzimas disponiveis, as novas tecnologias de
imobilizag&o, miniaturizacdo e o surgimento de novos materiais fazem deste
campo de pesquisa um importante mecanismo de desenvolvimento de sensores
para os mais variados tipos de aplicagGes imaginaveis [9-12].

O grupo das desidrogenases, composto por mais de 450 enzimas
NAD(P)H dependentes, compde um importante campo de pesquisa. Estas
enzimas necessitam da participagéo do cofator enzimatico, a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH), sem ¢ qual no desenvolvem sua atividade [17,18]. S6 que
estes cofatores exigem elevado potencial de operagdo, o que diminui a viabilidade
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do biossensor em aplicagdes analiticas devido & interferéncia de outros
componentes eletroativos presentes no meio [19-20]. Na busca da reduc¢do deste
potencial, faz-se uso dos mediadores de elétrons [21,22].

Neste sentido, materiais que possibilitam a imobilizacdo eficiente de
espécies mediadoras e moléculas bioidgicas sdo de grande potencial para o
desenvolvimento de sensores e biossensores [23-25] Alguns trabalhos
empregando zedlita, cerémica e silica gel estdo publicados [26-28], mas ainda
pouco explorados. A silica gel em particular apresenta algumas caracteristicas
interessantes, tais como: grande érea superficial, rigidez, porosidade e
estabilidade quimica.

A silica também apresenta grande possibilidade de modificagao de sua
superficie [29,30], porém pouco utilizada para a imobilizacdo de mediadores de
elétrons com a finalidade de construcdo de biossensores eletroquimicos. Alguns
trabalhos utilizando silica gel modificada no desenvolvimento de sensores e
biossensores evidenciam o grande potencial deste material em EQM's [31,32].

A utilizag&o de mediadores imobilizados pode servir como ponte para os
elétrons via uma reagdo redox com o NADH [20-22]. Nesta funcdo, algumas
exigéncias devem ser satisfeitas por um mediador no emprego em EQM’s. Além
de possuir um potencial formal, £, baixo ou compativel ac potencial 6timo na
eletrooxidagdo do NADH, o mediador deve exibir rapida velocidade de reagdo com
ambos, eletrodo e NADH e ser quimicamente estdvel em qualquer estado de
oxidagéo.

Blaede! e Jenkins [33] descobriram que o pré-tratamento de superficies
de eletrodos, especialmente eletrodos de carbono, afeta o processo redox da
reagao de oxidag&o do NADH, tornando-o mais rapido; conseqientemente,
diminuindo o potencial necessério para a eletrooxidagiio do NADH, que é um dos
maiores obstaculos & sua utilizagdo. Esta habilidade foi atribuida aos grupos
quindides ou derivados contendo oxigénio presentes na superficie pré-tratada do
eletrodo.

Em vitude desta descoberta, o-quinonas, benzogquinonas e
posteriormente fenazinas, fenoxazinas e fenotiazinas passaram a ser usados
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como mediadores de eletrodos na reagdo de oxidagdc do NADH, empregando
eletrodos quimicamente modificados, EQM’s [34-36].

Tais estruturas poliaromaéticas adsorvem em eletrodos de grafite e pasta
de carbono, para formar os eletrodos quimicamente modificados [21,36,37). O
mediador adsorvido resuita no deslocamento do potencial formal para valores
mais positivos cerca de 50-150 mV, comparado com o valor em sblug:éo [24].
Mudangas no pK,, tanto na forma reduzida como oxidada do mediador adsorvido,
também foram observados nestes sistemas [21,38].

Por outro lado, muitos estudos sdo conduzidos na tentativa de elucidar o
mecanismo de reagdo da transferéncia de elétrons da oxidagéo eletrocatalitica do
NAD(P)H e do mediador adsorvido ou ligado quimicamente. O conhecimento
deste mecanismo & muito importante, haja visto o grande nGmero de enzimas
NAD(P)H dependentes [21] Nesta diregdo, a determinagdo dos parametros
cineticos desta reagdo é imprescindivel para uma melhor compreensdo deste
mecanismo.

Alem destes fatores citados até o momento, alguns outros pontos
relacionados a enzima s&o também fundamentais no desenvolvimento dos
biossensores. Fatores como a estabilidade da enzima no suporte utilizado, o
procedimento de imobilizagéo, o tipo de amostra, a presenga de ativadores efou
inibidores acabam exercendo grande influéncia na eficiéncia do biossensar e séo
objeto de intenso estudo [13,19,39).

Sobre o processo 6timo de imobilizagdo, ndo existe uma regra geral, e
sempre se faz uma aproximacdo empirica. Cada enzima € unica em suas
caracteristicas e isso influenciard na escotha do procedimento de imobilizacdo. O
tipo de ligagdo, o material de suporte, o uso de aditivos e o método de
imobilizag&o podem ter efeitos pronunciados na constante de ligacéo do substrato,
na velocidade méxima de reagdo, no pH 6timo, na sensibilidade e estabilidade do
sistema.

Muitas vezes sdo usadas combinacdes das técnicas de imobilizagao para
minimizar problemas envolvidos nos métodos individuais, como por exemplo, em
estudos utilizando-se biossensores a base de enzimas desidrogenases [40], em

5



1. Introducdo Tedrica
_

Que a enzima € adsorvida sobre grafite em pd. Neste €aso, ocorre adsor¢ao e
oclus&o na pasta de carbono. Entretanto, ainda faita estabilidade ao sistema, que
pode ser alcangada misturando o grafite em pG com carbodiimida, facilitando a
formagéo de ligacbes covalentes aos grupos hidroxilas ou carboxilas sobre a
superficie de grafite, podendo ainda adicionar glutaraldeido para formacdo de
ligacéo cruzada.

Como visto, muitos estudos sio realizados na area dos EQM's, gerando
um grande numero de publicacBes anuais. Neste contexto, muitos avangos foram
conquistados, hoje estes sensores sao empregados com sucesso em
praticamente todas as &reas. A respeito dos biossesores, as conquistas n&o foram
menores, mas ainda ha muito por fazer. O grupo das desidrogenases representa
um campo enorme de desenvolvimento e é nesta area que se concentra a linha de
pesquisa desta tese,

1.1. Sensores

Sensores séo dispositivos sensiveis a variagbes associadas a fendmenos
fisicos ou quimicos de reconhecimento. Sao formados por trés partes: a fase
sensora propriamente dita (reconhecedora), capaz de ‘“sentir alteragbes
relacionadas a fendmenos fisicos ou quimicos; a fase transdutora ou
amplificadora, a qual torna o sinal do reconhecimento em algo mensuravel e a
fase condutora, que transporta o sinal para o instrumento de medida. Deste modo,
Os sensores podem ser reunidos em dois grupos principais, os fisicos e os
quimicos.

Os sensores fisicos respondem a fendmenos como variagbes de
temperatura, press3o, campo magneético e forga, [41-43]. J4 os sensores quimicos
apresentam uma interface (reconhecedora) onde ocorrem fendémenos quimicos.
Esta interface esta ligada ao transdutor que transforma uma informagdo quimica,
oriunda de um sistema (analito), em um sinal analitico Gtil. A informagdo obtida no
instrumento de medida pode estar relacionada a uma reacdo quimica ou mesmo a
uma propriedade quimica do analito [44-46].
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Os sensores quimicos apresentam trés partes bésicas: o recepfor, regiao
reconhecedora onde ocorre a reagfio quimica seletiva: o fransdutor, que traduz o
sinal quimico gerado pela reagdo em um sinal mensuravel e o condutor, que
transporta o sinal para a instrumentacdo de medida.

De acordo com o tipo de transdutor utilizado, os sensores podem ser
classificados como: Opticos (absorgéio, fluorescéncia, reflectancia), piezelétricos
{alteracdo de massa), calonmétricos (calor), eletroquimicos  (corrente,
condutividade, potencial), etc [47-51]. Dependendo do tipo de transdutor utilizado,
sera empregado um amplificador de sinal diferente.

Os sensores eletroguimicos baseiam-se em reagdes de transferéncia de
carga (processos faradaicos), ou em fendémenos de migragéo de cargas
(processos néo faradaicos). Dependendo da natureza da fase receptora, podem
ser classificados em sensores ou biossensores, podendo ser: potenciométricos
[52], condutométricos [53], amperométricos [54] e voltamétricos [55]

l.2. Sensores Eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos fazem uso dos eletrodos como dispositivo
transdutor de sinal. No entanto, o uso dos eletrodos na sua forma original, sem
agregar nenhum outro componente, limita muito seu uso por motivos de
sensibilidade, estabilidade, seietividade e uma série de outros problemas. Por
iss0, pensando na meihoria das caracteristicas dos sensores eletroquimicos,
surgiram os eletrodos quimicamente modificados ( EQM) [56].

O termo eletrodo quimicamente meodificado foi introduzido no jargao
sletroquimico por Murray e colaboradores na década de 70 [57], para designar
eletrodos com espécies quimicamente ativas convenientemente imobilizadas na
superficie dos eletrodos, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza
fisico-quimica da interface eletrodo-solugao.

A modificaco deliberada da superficie do eletrodo é uma forma de 1mpor
e controlar sua reatividade efou seletividade, possibilitando o desenvolvimento de
eletrodos para varios propésitos e aplicactes.
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Os primeiros EQM'’s estudados foram construidos a partir da modificagio
da superficie de eletrodos tidos como inertes tais como ouro, platina e carbono,
sobre os quais foram depositados Oxidos e polimeros, que conferiam novas
propriedades a estes eletrodos [56]. Estas modificagdes podiam ser alcangadas
por meios de adsorgdo, ligacdo covalente, recobrimentc com membranas
permeaveis ou por formagéo de compésitos [58-59].

Atuaimente, os EQM’s sdo extensamente empregados em aplicagies
analiticas envolvendo principalmente técnicas voltamétricas ou amperométricas.
Entretanto, também sdc empregados como eletrodos de ion seletivos.

1.3. Emprego dos EQM’s em Eletroanalises

Do ponto de vista analitico, a sensibilidade e/ou a seletividade de uma
determinacio deve aumentar com a utilizagio de um EQM’s para que seu uso
seja justificado. Isto pode ser alcangado através dos fendmenos de pré-
concentragao, eletrocatdlise e exclusdo de interferentes.

Em geral, a obtencdo de sensibilidades mais altas ocorre por pré-
concentracio da espécie de interesse ou por eletrocatélise, sendo que a aplicacdo
de qualquer destes principios resulta em inerente aumenio da seletividade.
Ganhos adicionais podem ser alcangados pela utilizacio de recobrimento com
membranas poliméricas que bloqueiam o acesso de espécies interferentes 2
superficie do eletrodo.

A seguir, & feita uma breve descricdo das principais estratégias de
modificacdoc dos EQM’s, na busca da melhoria em seletividade, sensibilidade,
estabilidade e na performance em geral.

1.3.1. Pré- concentrag&o do Analito

Nos EQM's a pré-concentragdo dar-se-a através de complexacgdo, troca
idnica ou por ligagdo covalente entre a espécie de interesse e um medificador
imobilizado na superficie do eletrodo [58). Este agente modificador apresenta
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particular afinidade pela espécie de interesse, 0 que confere seletividade 2 medida
[60-62]. Atualmente, a utilizagdo de silica-gel em processos de pré-concentracéo
vem despertando grande interesse em aplicacfes analiticas [63]. A adsorgao
sobre esta matriz, ou em uma de suas diversas formas modificadas com objetivo
de pre-concentrar analitos, € muito simples e (til, justificando seu emprego nesta
area.

1.3.2. Minimizacdo de Interferentes

A presenga de interferentes, os quais podem inibir ou mascarar 3
resposta eletroquimica da espécie de interesse, pode ocorrer em geral devido aos
seguintes fendmenos:

a) A passivacéo do eletrodo, ou seja, adsorgdo do interferente & superficie do
eletrodo, 0 que impede o acesso da espécie de interesse:

b) Competicéo do interferente com a espécie de interesse petos sitios ligantes
existentes a superficie do eletrodo;

c) Eletrdlise do interferente, pré-concentrado na superficie do eletrodo ou em
solug@o, em valor de potencial proximo ao potencial de eletrélise da espécie
de interesse.

O recobrimento da superficie do eletrodo com uma membrana polimerica
que possa, com base na carga efou tamanho, bloguear o acesso do interferents,
sendo permedvel a espécie de interesse, é a principal maneira de diminuir o grau
de interferéncia por meios fisicos [58,64-66],

Filmes, tais como acetato de celulose ou Nafion, s8o muito utilizados
para este fim. Nafion € um polieletrélito anidnico que é capaz de repelir espécies
anidnicas enquanto permite a passagem de cétions. Por sua vez, os filmes de
acetato de celulose atuam com base no tamanho das espécies envolvidas. Qutra
maneira de excluir interferentes com base em interacGes eletrostaticas pode ser
através do recobrimento da superficie do eletrodo com monocamadas, como no
caso dos eletrodos auto-organizados. Por exemplo, pode-se promover a

incorporacéic de uma monocamada de fosfolipidio a um eletrodo de mercurio,

9
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conferindo-lhe aumento na permeabilidade devido & presenga dos grupos
hidrofobicos na camada fosfolipidica. Por outro lado, a incorporacdo de compostos
biologicos ativos a esta membrana pode levar a um aumento considerdvel na
seletividade deste sensor [67].

1.3.3. Amplificagéio de Resposta

A eletrocatalise consiste na redugdo da energia de ativagdo de
transferéncia de elétrons numa célula eletroquimica. O processo redox de um
substrato que apresenta uma cinética de transferéncia de elétrons lenta na
superficie do eletrodo é mediada por um sistema que leve a uma troca de elétrons
mais rapida com o eletrodo e o substrato. Isto acarreta redugdo do sobrepotencial
de ativagdo em processos que podem ser eletroquimico-quimico ou na ordem
inversa, quimico-eletroquimico [20,21,46].

O sobrepotencial de ativacdo consiste na aplicac&o de um potencial
adicional a E° necessario para que o processo redox do sistema possa acontecer.
A reducio deste sobrepotencial aumenta a seletividade das medidas, uma vez
que reduz a possibilidade de que os potenciais de eletrdlise de espécies
interferentes presentes sejam atingidos.

Varias espécies quimicas sa@o utilizadas com o objetivo de diminuir o
sobrepotencial, com destaque para os mediadores redox, os quais podem ser
especies tais como: quinonas, tetratiofulvaleno, tetracianoquinodimetano;
compostos organometalicos (ferrocenos, ftalocianinas, oxidos de ruténio,
metaloporfirinas, etc.) ou enzimas. Estas espécies atuam em solugdo ou no caso
de EQM's, imobilizadas no eletrodo. A Tabela 1.1 ilustra alguns exemplos de
determinacbes voitamétricas e amperométricas, envolvendo EQM's com
mediadores redox.

Dentre as inumeras reagdes que se busca diminuir a energia de ativaco,
a eletrocatélise do NADH é muito investigada, isto porque a maioria das enzimas
desidrogenases dependem deste cofator para desenvolverem suas atividades, e
quando se pensa em aplicagdes eletroanaliticas, € fundamental a aplica¢io de
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baixos potenciais. Dentro deste contexto, serd dada uma abordagem maior a este

tema, visto gue um dos objetivos deste trabatho é o desenvolvimento de

biossensores usando enzimas desedrogenase.

Tabela L.1. Exemplos de determinages envolvendo EQM's com sletrocatalisadores de

elétrons, com sensor base de carbono

Sensor Base Forma de Modificacfio Analito Ref.
Carbono vitreo Eletrodo modificado com poli(4- Acido ascorbico 68
vinilpiridina) contendo Mo(CN); *
Pasta de carbono Eletrodo modificado com silica/fosfato de NADH 69
zircénio contendo diferentes mediadores
Carbono vitreo Filme de polipirrol dopado com Fe(CN);~  Acido ascorbico 70
Pasta de carbono Eletrodo modificado com silica/oxido de Hidrazina 71
titAnio/ ftalocianina de niquel
tetrassulfonatada
Pasta de carbono Eletrodo modificado com silica/dxido de 0; 72
zirconio/[Ru{Na,H.EDTA)H,0]
Carbono vitrco Eletrodo modificado com acetato de §* 73
celulose contendo 2,6-
diclorofenclindofencl
Grafite espectroscopico Adsorgdo de Riboflavina sobre a Hemoglobina 74
superficie do eletrodo
Grafite espectroscopico Adsor¢io de Riboflavina sobre a O, 75
superficic do eletrodo

1.3.3.1. Eletrocatélise da oxidacdo do NADH

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) & um cofator bastante

estudado devido a grande quantidade de enzimas desidrogenases que dependem

do processo redox deste cofator, e devido a sua importancia como transportador

de eletrons em células vivas. Atualmente sabe-se que existem cerca de 250
enzimas que dependem da NAD(H) e 150 do NAD(P) [1 8,21}
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O emprego do NADH em biossensores amperométricos foi por muitos
anos limitado, uma vez que era necesséria a presenca do NADH dissolvido em
solugdo. O maior problema da utilizagdo de enzimas desidrogenases em
biossensores ¢ a dificuldade de regeneracao do NADH.

Problemas como oxidag#io, substancias interferentes e envenenamento
do eletrodo eram comumente observados em eletrodos contendo enzimas
desidrogenases devido & necessidade de aplicagdo de potenciais elevados. Uma
das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicade foi a utilizacdo de
mediadores redox imobilizados sobre a superficie do eletrodo.

Um mediador de elétrons para atuar de forma eficiente deve satisfazer
algumas exigéncias: além de possuir um potencial formal, £, baixo ou compativel
ao potencial 6timo na detecgfio do NADH, o mediador deve exibir elevada
velocidade de reacdo, tanto com o eletrodo quanto com 0 NADH, e também ser
quimicamente estavel em qualquer estado de oxidagéo.

A reagdo do mediador deve envolver, preferenciaimente, 2 elétrons e 1
préton, possibilitando uma rapida transferéncia de elétrons na forma similar de
hidreto numa reagdo homogénea com o NADH [21]. Compostos organicos
contendo estrutura quindide reagem prontamente com NADH em soluches
aquosas. Miller e colaboradores [76) encontraram que N,N-dialquilfenilenodiamina
melhora de maneira consideravel a velocidade de reagio com ¢ NADH. Contudo,
0s processos redox de tais compostos incluem reagdes secundérias que
ocasionam o envenenamento do eletrodo.

Um aumento substancial na estabilidade dos estados de oxidacéo é
observado com a estrutura basica p-fenilenodiamina incorporada junto a uma
fenoxazina ou fenotiazina (Figura 1.1). Observa-se também, uma diminuigdo do
valor de E* destes compostos em cerca de 300-400 mV., comparado com a
estrutura livre da p-fenilenodiamina [77].
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Figura 1.1. (A) Formula estrutural da fenoxazina (X=0), fenotiazina (X=S} e fenazina
{(X=N), sendc (AN) Azul do Nilo, (AM) Azul de Meidola e (AT) Azul de Toluidina.

Desta forma, os EQM’s contendo mediadores de elétrons para a
elefrooxidagdo do NADH tornaram-se uma importante ferramenta para o estudo do
mecanismo da reagdo envolvendo a transferéncia de elétrons do NADH. Gorton e
colaboradores tém realizado extenso trabalho nesta éarea, com relevantes
contribuiges [21,36,38].

Na maioria dos casos, os mediadores sdo imobilizados por adsorgio
sobre a superficie do eletrodo ao nivel de monocamadas por eletropolimerizagao,
ligag&o covalente ou, no caso de eletrodos de pasta de carbono, podem ser
também inclusos na pasta.

O maior obstaculo encontrado no desenvolvimento deste EQM's nesta
area é o tempo de vida e a falta de seletividade na oxidag&o do NADH. Sendo
assim, ainda existe um grande interesse em encontrar novos materiais ou
alternativas para serem utilizados na eletrooxidagio do NADH. Por outro lado, a
compreensao da interacdo dos diferentes mediadores com o NADH & necessaria
para o desenvolvimento de novos tipos de configuraces de biossensores a base
de enzimas desidrogenases na busca de melhor eficiéncia dos mesmos.
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Como visto, muitas estratégias sdo utilizadas para obten¢do de EQM's
com as mais variadas fungbes e caracteristicas, conferindo-lhes enorme campo de
aplicagdo. No mais, € importante que se conhega o sistema que se queira aplicar
o EQM, qual o mecanismo de reagao que envolve o analito, as matrizes onde
serdo realizadas as medidas, a sensibilidade e seletividade que se busca, etc.
Todos estes fatores deverdo ser levados em consideracdo durante a elaboragio
do EQM.

Em paralelo as estratégias de modificagéo dos EQM's, é necessario que
se avalie qual o melhor material para a construgéo do eletrodo e como serad
alcangada a maodificagéo do eletrodo. E importante saber se as mudangas serao
somente na superficie do eletrodo base ou se na constituicdo total, como no caso
dos materiais compositos; certamente & preciso avaliar todas estas variaveis.

Dentro desta dtica, a seguir & feito uma descriciio dos principais métodos
de preparacdo dos EQM's.

1.3.4. Principais Métodos de Modifica¢do dos EQM’s

Os principais agentes modificadores podem atuar tanto na variagao das
propriedades da superficie do eletrodo como implementar variacdes estruturais na
elaboracio dos EQM's. Os métodos mais importantes utilizados para a introducéo
de um agente medificador sobre a superficie do eletrodo base consistemn na
adsor¢do direta, na ligagdo covalente a sitios especificos da superficie do eletrodo
€ no recobrimento com filmes poliméricos [56]. Também & possivel implementar
modificagbes através da imobilizagdo por oclusdo em materiais compositos, entre
outras alternativas.

Para pensar em modificagdo da superficie do eletrodo para fins
eletroanaliticos, é preciso que se conhegam as caracteristicas fisico-quimicas do
eletrodo de trabalho, bem como o comportamento fisico-quimico do composto de
interesse e de seus interferentes.
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L.3.4.1. Imobilizagdo por Adsorgdo

A adsorgdo é o processo pioneiro e mais simples de se fixar um
modificador no eletrodo base. Consiste na dissolugdo do agente modificador em
um solvente apropriado, e na exposicio, em geral por imersao, do eletrodo a esta
solugdo. Pode também envolver a deposigéo desta solucdo, por exemplo, com o
auxilio de uma micropipeta, sobre a superficie a ser modificada, com posterior
évaporacao do solvente [78-79].

Embora os primeiros estudos envolvendo adsorcdo tenham utilizado
eletrodos de platina, a maioria dos trabalhos subsequentes com adsorcao, foram
realizados com eietrodos de grafite e carbono vitreo. Eletrodos de carbono
apresentam uma particular capacidade de adsorver reagentes que possuam
sistemas de elétrons = estendidos, como por exempio, compostos organicos
aromaticos. Esta adsorcdo & devida 3 forte interac&o entre o plano basal do
eletrodo de carbono e o sistema de elétrons r da molécula aromatica.

A modificagcéo da superficie do eletrodo por adsorcéo, embora simples e
réapida, apresenta a desvantagem de produzir EQM’s com no méximo uma
camada do modificador imobilizado, o que pode limitar a faixa de resposta linear.
Alem disso, o fenémeno de adsorgio € um processo de equilibrio, podendo
ocorrer dessor¢ao do modificador para o meio durante sua utilizag&o, o que resulta
em perda de reprodutibilidade e diminuicio da vida Gtil do EQM’s preparado desta
forma [58].

1.3.4.2. Imobilizag&o por Ligagdo Covalente

Outro método de promover a modificagio da superficie do eietrodo é
através da formagao de liga¢do covalente [80]. A maicria dos eletrodos metalicos,
quando oxidados em meio Acido, 850 recobertos com uma camada fina de dxido
bastante reativa em relagéo aos grupos silanos. Portanto, um metal, apos ser
oxidado, pode ser silanizado e posteriormente, reagir com outra molécula
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contendo o grupo funcional que se queira imobilizar. O silano atuara como um tipo
de ponte para fixar um grupo funcional especifico a superficie do eietrodo.

Superficies de carbono, por exemplo, apresentam grupos funcionais
contendo oxigénio, tais como alcoois (fendis), acidos carboxilicos, cetonas
(quinonas) e anidridos, resultantes da oxidacdo de atomos de carbono do plano
vertical passiveis de derivatizag8o. A modificacdo de superficies de carbono, via
ligacdo covalente, tem sido em grande parte baseada na manipulagio da
reatividade destes grupos funcionais frente a reagentes como aminas,
organosilanos, cloreto de tionila, cloreto cianurico, entre outros [80].

Os eletrodos modificados via ligaglio covalente s&0 mais estaveis em
relagéo aos obtidos pelos demais métodos; entretanto, sdo mais dificeis de serem
preparados. Da mesma forma que a modificagéo por adsorcéo, esta metodologia
também gera cobertura com no maximo uma monocamada imobilizada. Este
método é de especial interesse na imobilizagdo de enzimas, sendo amplamente
empregado nesta area [58,80].

1.3.4.3. Recobrimento com Filmes Poliméricos

Outra técnica bastante atrativa para a preparagdo de eletrodos
modificados & o recobrimento da superficie do eletrodo com filmes poliméricos.
Estes filmes devem ser condutores ou permeéveis zo eletrdlito de suporte ou a
especie de interesse. Ao contrério da modificacéo por adsorcao ou por formacao
de ligacdo covalente, este método permite a imobilizagdo de muitas camadas (1a
2000) da espécie ativa na superficie do eletrodo. Isto pode resuitar na ampliacdo
da resposta eletroquimica.

Filmes poliméricos s&o muito empregados em EQM's com varios
objetivos, tais como: proteger a superficie dos eletrodos de impurezas, bloguear
interferentes, imobilizar biocomponentes, incorporar mediadores e também para
methorar a biocompatibilidade do sensor [81-83]

Devido & grande variedade das caracteristicas dos polimeros, pode-se
explorar suas propriedades conforme o interesse. Dessa forma, polimeros
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eletroativos (eletrocatalise), quimicamente ativos (propriedades ligantes ou de
troca-idnica para pré-concentragdo) e inertes (apenas exclusdo de interferentes)
sdo frequentemente utilizados. No geral, os filmes poliméricos podem ser
condutores, de troca-idnica, ndo-condutores e de membranas compostas.

Filmes poliméricos condutores s&oc ampiamente usados devido &
caracteristica de aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons. Geralmente
os filmes poliméricos de troca-idnica possuem um componente redox ativo, o quai
€ um contra-fon de um filme polidnico como polivinilpiridina, polipirrol, polianilina,
Nafion, etc.

Os polimeros ndo-condutores s&o frequentemente usados por sua
caracteristica permesseletiva. Este tipo de filme polimérico é empregado em
bicssensores para prevenir interferentes, impurezas sobre a superficie do
eletrodo, imobilizar biocomponentes e mediadores, de tal forma que estes ndo
sejam lixiviados para a solugbo. A espessura tipica para estes filmes formados por
eletropolimerizacéo é de cerca de 10 nm.

Membranas compostas oferecem caracteristicas de se combinar
efetivamente mais que um filme, embora exista a possibilidade de se obter filmes
com as mesmas propriedades utilizando-se outras classes de filmes poliméricos. A
literatura mostra um trabalho desenvolvido por Koopal ef al/ [84] onde este
procedimento ¢ empregado na preparac¢&o de um biossensor para glicose.

A utilizagio de polimeros no desenvolvimento dos EQM's ndo se limita
apenas aos filmes poliméricos. Atualmente, polimeros condutores sdo usados
para imobilizagdo de moléculas, até mesmo as enzimas, tanto na superficie como
oclusas no interior das matrizes poliméricas, originando sensores com ampla faixa
de aplicagao [85,86].

1.3.4.4. Imobilizacdo por Oclusédo

Qutro caminho muito utilizado para a imobilizagdo de agentes
modificadores é através da oclusgo em gel [87-88], o qual & baseado em acoplar

0s mais diversos componentes em rede de uma matriz polimérica, ou inserindo-os
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em membranas semipermedveis. Materiais como enzimas, células complexas,
organelas e outros biocatalisadores s&o0 bastante apropriados para serem
imobilizados atraves desta metodologia.

Este metodo apresenta a vantagem do componente bioldgico nZo se ligar
a matriz, o que pode ser muito importante para evitar possivel diminuicio da
atividade enzimatica devido ac processo de imobilizagso. As desvantagens deste
método estio na possibilidade da enzima se lixiviar da rede polimérica (gel), nas
propriedades n&o condutoras do gel, além da dificuldade da difusdo do substrato.

1.3.4.5. Formagdo de Compdsitos

Os materiais compésitos, como o proprio nome indica, sdo formados pela
combinagdo de duas ou mais fases de diferente natureza. Cada fase mantém suas
caracteristicas individuais, mas a mistura pode apresentar novas caracteristicas
fisicas, quimicas ou biologicas [89]. Compdsitos com caracteristicas condutoras
sgo utilizados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos com excelentes
resultados [90].

As técnicas de preparagdo de compdsitos sdo adequadas para
modificac&o de eletrodos & base de carbono em pé (grafite, negro de carbono,
etc), tais como: Eletrodo de pasta de carbono, de grafite-epéxi, “screen-printed” e
pastithas.

Os eletrodos preparados a base de pasta de carbono apresentam baixa
corrente de fundo, baixo ruido, modificagdo conveniente, renovabilidade da
superficie e possibilidade de miniaturizagio. Estas qualidades dos eletrodos a
base de pasta de carbono os mantém em extensivo uso em eletroanalitica [89-91),
apesar da falta de estabilidade estrutural que esta matriz semi-sélida apresenta.

As pastas de carbono sdo elaboradas da mistura de grafite em pé e um
liquido imiscivel em solugdes aquosas, em geral dleo mineral. O dleo serve para
dar consisténcia & pasta, atuando como aglutinante e mantendo o grafite firme no
eletrodo, bem como preencher cavidades vacantes entre as particulas de grafite e
isolar o grafite do contato direto com solugdes aquosas [91].
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A grande vantagem deste tipo de matriz para a construgdo de sensores é
a flexibilidade na modificacao da composicdo da pasta, ou seja, percentuais de
grafite, oOleo, mediador, catalisador, coadjuvantes (polimeros condutores,
tenscativos) podem ser facilmente alterados na busca da melhor composicao da
pasta [9,40,92,93]. Mas também é importante frisar que compositos a base de
pasta de carbono apresentam alguns problemas, principalmente relacionados a
perda gradual do modificador para a solugdo de medida, prejudicando a
estabilidade do eletrodo.

Em vista destes problemas, novas matrizes e tecnologias de imobilizagdo
vém sendo incorporadas, visando o melhoramento dos materiais compaositos.
Dentre estes avancos, destaca-se a utilizacdo de novas matrizes, tais como:
oxidos metalicos, alumina, silica gel e sol-gel, zedlitas, entre outros tipos,
[26,29,30,32] .

A silica gel, devido a caracteristicas de sua superficie, proporciona um
grande potencial para aplicagdio em eletroquimica [29,30). A silica pode ser
modificada com uma enorme variedade de grupos funcionais, enriquecendo
consideravelmente suas propriedades de superficie. A alta drea superficial das
silicas sintéticas associado & grande possibilidade de modificagdo de sua
superficie, tornam este material Util como suportes para vérios catalisadores com
elaborac@o de importantes sensores e biossensores a base de materiais
compositos .

Os Oxidos mistos também tém atraido consideravel atenc@o dos
pesquisadores em aplicagdes como novos materiais para uso em EQM's. Estas
matrizes s&o do tipo Si0/MO- (onde M é um metal de transicao), que permite
introduzir aitas concentragbes do metal nestes materiais, promovendo
homogeneidade na matriz, e gerando propriedades interessantes. Por exemplo, a
adicdo de titdnio ou zirconio promove interagdes nos 6xidos mistos Si0o/MO; a
nivel molecular que causam o aparecimento de sitios acidos na superficie, ndo
encontrados sobre o0s 6xidos puros.

Assim, os sistemas bindrios sio ativos para reagOes catalisadas por
acidos. Além disso a alta concentragdo do metal nos 6xidos mistos pode promover
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0 aparecimento de propriedades trocadoras de fons e estruturais interessantes,
podendo desta forma ser facilmente modificado e utilizado em desenvolvimento de
sensores a base de materiais compaositos [28,94,95].

Outra classe a ser destacada envolve a utilizacdo de zedlitas e matrizes
correlatas, incorporando as espécies eletroativas por mecanismo de troca-ibnica
[96,97]. Estas matrizes sdo empregadas para o estudo do mecanismo de
transferéncia de elétrons envolvidos em processos redox para espécies
imobilizadas por esta matriz inorganica.

As matrizes a base de zedlitas, com sua estrutura tridimensional, podem
proporcionar melhoria na seletividade dos sensores baseadas no tamanho e na
estrutura dos reagentes, bem como apresentar caracteristicas eletrocataliticas
interessantes. As zeblitas estdo sendo empregadas em detecgdo amperométrica
para varios analitos gasosos, ions metélicos, além de substancias organicas como
glicose, hidrazina, fenol, dopamina, entre outras [98-100].

Como visto, o desenvolvimento dos EQM’s encontra-se em plena
expansdo, com avangos nos métodos de modificagdo ndo se restringindo a
imobilizacéo de espécies na superficie dos eletrodos, mas também na sua
elaboragdo, como no caso dos materiais compdsitos. Todo esse desenvolvimento
acaba por aumentar a versatilidade e as possibilidades de aplicacdo destes
dispositivos.

De certo, todos estes avangos incorporados aos EQM's asseguram-lhes
um papel de destague, tornando sua utilizagao cada vez mais acessivel, haja visto
o emprego destes sensores em analises clinicas, ambientais ou mesmo nos
laboratdrios de pesquisas.

Dentro desta otica, a continuidade no desenvolvimento dos EQM's
parece certa e, uma area em especial merece destaque: a dos biossensores. Isto
devido a comprovada eficiéncia dos biossensores, ao grande numero de enzimas
disponiveis e também pelo potencial desta area ainda n&o explorada. Assim, sera
feita uma descricdo mais detalhada desta érea dos EQM's.

20



I. Introducédo Tedrica

[.3.5. Biossensores Eietroguimicos

O termo biossensor é aplicado a sistemas que empregam como
componente de reconhecimento um composto biolégico incorporado ac transdutor,
sendo uma das suas principais caracteristicas a seletividade, a qual provém do
biorreconhecedor na interagdo com o analito [46]. Tal propriedade faz com que
haja muitos estudos no sentido do desenvolvimento dos biossensores para as
mais diversas aplicagdes, com grande interesse econémico, clinico e ambiental.

O emprego de biossensores tem grande importancia nas dreas madicas
{analises clinicas), farmacéutica e industrial, pois permitem uma reducdo do custo
e diminuicdo de residuos gerados durante uma andlise. Os biossensores sdo
constituidos por um reconhecedor, um transdutor e um amplificador de sinal,
conforme representado na Figura 1.2,

transdutor

sinal

mensuravel

H_}

condutor

componente
biolégico reconhecedor

Figura 1.2. Desenho esquematico dos componentes de um biossensor

Nos biossensores, o componente biolégico incorporade junto ao
transdutor € o responsavel pelo reconhecimento do analito. Os diferentes
componentes que podem ser usadas para construir biossensores s&o mostrados
na Tabela I.2. Estes componentes devem estar imobilizados no transdutor, sendo
esta etapa realizada de diversas maneiras, tais como: adsorgio, ocluséo em gel,
ligac&o cruzada ou covalente. A possibilidade de reutilizar o componente bioldgico
tem despertado o interesse no desenvolvimento desses sensores, visto que aste

processo diminui o custo das andlises.
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Tabetla I.2. Componentes que podem ser usados para construcdo de biossensores

Elemento bicldgico Transdutor
Acidos nucléicos Acustico
Anticorpos Amperomeétrico
Células Calorimétrico
Enzimas Condutometrico
Membranas Mecénico
Moléculas organicas Molecular Eletrénico/FET
Organelas Optico
QOrganismos Potenciometrico
Receptores
Tecidos

O primeiro biossensor surgido na década de 60, desenvoivido por Updike
e Hichs [101], utilizava a enzima glicose oxidase imobilizada em uma membrana
de acrilamida. A enzima no seu ciclo catalitico transforma a glicose em &cido
glicdnico e peroxido de hidrogénio, com ¢ consumo de oxigénio do meio. O
sistema de resposta quantificava a variagio da concentragéo de oxigénio, que por
sua vez & proporcional & concentracio de glicose. Estes biossensores nos quais a
variagdo da concentrag@o de um dos substratos da enzima ou dos produtos da
reacéo enzimatica é detectada diretamente sobre um eletrodo sdo chamados de
biossensores de primeira geragéo [102].

Embora os biossensores de primeira geragao apresentam boas respaostas
no caso das oxidases em gue a resposta & fungio da redugdo do oxigénio ou do
H-0O2, o potencial aplicado & muito alto, implicando em um elevado numero de
interferentes ef/ou no envenenamento da superficie do eletrodo {19-21]. Uma
alternativa para resolver esses problemas, da qual originou os biossensores de
segunda geracéo, foi a imobilizagdo conjunta de mediadores redox e enzimas. Isto
possibilitou a regeneragdo da enzima ou a diminuicdo do potencial aplicado para
deteccdo dos produtos da reagdo enzimatica, minimizando os interferentes
[21,22].
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Apesar da diminuicdo do nimero de interferentes com a adigao de
mediadores, a interagdo enzima/mediador nao & tao simples, dependendo ainda
da proximidade dos dois para que ocorra a transferéncia de elétrons [46]). Assim, a
orientacdo durante o processo de imobilizagéo é um passo fundamental na
procura por sistemas mais simples e eficientes para a construgdo dos
biossensores de segunda geracdo. Atualmente, tem-se buscado biossensores
cuja resposta seja referente & regeneracéo direta da enzima pelo eletrodo, sem a
necessidade da inclus&o de mediadores (terceira geragao).

Dentre os biossensores desenvolvidos, os enzimaticos sio 0s mais
utifizados. Isto se deve ao grande numero de enzimas disponiveis que podem ser
empregadas na elaboragdo dos biossensores. S6 as desidrogenases constituem
um grupo com mais de 450 enzimas NAD(P)H dependentes, com grandes
possibilidades de exploracao.

E bem verdade que o emprego do cofator NADH acarreta sérios
problemas devide ao seu elevado potencial de oxidagc&o, chegando a
aproximadamente 1 V vs ECS nos eletrodos de platina, carbono e ouro
[21,103,104]. Nestas condicdes, & comum a geracao de reacdes laterais
envolvendo radicais, ¢ que pode ocasionar © envenenamento do eletrodo, e
também, neste valor de potencial, & muito mais facil a interferéncia de outros
compostos eletroativos presentes no meio [1 8-21,105-107].

Como se sabe, um caminho viavel para a diminuigdo do sobrepotencial
da oxidag&o do NADH pode ser obtido através da imobilizagéo de mediadores de
elétrons. Estes compostos tém a funcéo de melhorar a transferéncia de elétrons
entre o NADH e o eletrodo, tornando o processo de oxidagdo mais facil e
possibilitando o desenvolvimento de biossensores a base de enzimas
desidrogenases. Porém, mesmo com os avangos conquistados na drea de novos
materiais, novos mediadores e novas técnicas de imobilizag&o, muito ainda ha por
fazer no desenvolvimento dos biossensores [108-11Q].

Desta forma, o aprofundamento nos estudos de mecanismo de reagao
envolvendo o cofator NADH é de extrems importancia, n&o s6 para o
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desenvolvimento de biossensores, como também para o entendimento das
transferéncias de elétrons em sistemas biologicos.

1.3.5.1. As Enzimas NAD(P)H Dependentes

A maioria das células possui enzimas que catalisam a oxidagdo de
centenas de diferentes compostos. Essas enzimas canalizam os elétrons retirados
dos seus substratos em aiguns tipos de transportadores universais de elétrons
[111,112].

Os nucleotideos NAD* NADP', FMN e a FAD s3oc cofatores
hidrossoluveis que sofrem processos redox reversiveis em muitas das reagdes de
transferéncia de elétrons do metabolismo. Sua reducgiio em processos catabdlicos
resulta na conservagéo da energia livre liberada pela oxidaco do substrato. Os
nucieotideos NAD" e NADP™ movem-se faciimente de uma enzima para a outra,
porém os nucleotideos de flavina, FMN e FAD s&o fortemente ligadas as enzimas,
chamadas de flavoproteinas, para as quais eles servem comao grupos prostéticos.

A nicotinamida adenina dinuclectideo (NAD" na sua forma oxidada) e o
seu analogo nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP*) sdo compostos
de dois nucleotideos unidos através dos seus grupos fosfato por uma ligagdo de
anidrido de acido fosférico, Figura I.3. Como os anéis de nicotinamida lembram a
piridina, esses compostos sdo algumas vezes chamados de nucleotideos de
piridina. A vitamina niacina fomece a porgéo nicotinamida para a sintese dos
nucleotideos de piridina [112].

Ambas as coenzimas sofrem reduco reversivel do anel nicotinamida,
Figura I.3. Como uma molécula de substrato sofre oxidagéo, a forma oxidada do
nucleotideo (NAD* ou NADP') recebe um ion hidreto (:H", o equivalente de um
proton e dois elétrons) e € transformada na sua forma reduzida (NADH ou
NADPH). A meia-reacéo para cada nucleotideo é:

NAD® + 2¢ + H* — NADH
NADP* + 2¢" + H* — NADPH
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A

Nas abreviagdes NADH e NADPH, o H representa este ion hidreto
adicionado & forma oxidada.

o J “ 7

i = N
{oxidado) 0 H, 126 \NHz .
St +
o H2 o M + 2H
1 NADH
(reduzido)
Oo——p—C
OH H
o
R NH
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.
H
H
OH  OH

Figura 1.3. Estrutura molecular da coenzima NAD, em suas formas oxidada e reduzida.

Um ponto importante nos sistemas bioldgicos € que poucas enzimas
empregam qualquer um dos cofatores e a maioria revela uma preferéncia muito
forte por um ou outro. Esta especializacio funcional permite a célula manter dois
conjuntos distintos de transportadores de elétrons no mesmo compartimento
celular [112].

Mais de 450 enzimas s&o conhecidas por catalisar reagbes nas quais
NAD” ou NADP" aceitam um ion hidreto do mesmo substrato reduzido, ou NADH
ou NADPH doam um ion hidreto para um substrato. As reagdes gerais si0:

AH; + NAD® —» A + NADH + H*
AH:; + NADP* &—» A + NADPH + H*

25



L. Introdycdo Tedbrica

Onde AH: ¢ o substrato reduzido e A o substrato oxidado. O nome geral para
enzimas desse tipo é oxidorredutase, também comumente chamadas de
desidrogenases. Por exemplo, a enzima élcool desidrogenase catalisa o primeiro

passo do catabolismo do etanol, nele, o etanol é oxidado a acetaldeido:
CHiaCH-OH + NAD® —* CH;CHO + NADH + H°

Note que um dos atomos de carbono do etanol sofreu a perda de
hidrogénio e foi oxidado da fungéo alcool para a funcdo aldeido.

E importante ressaltar também que a associagdo entre uma dada
desidrogenase e o NAD ou NADP é relativamente fraca; o cofator difunde
faciimente da superficie de uma dessas enzimas para a outra, atuando como um
transportador hidrossolUve! de elétrons de um substrato metabolico para o outro.
Por exemplo, na produgdo de alceol durante a fermentagéo da glicose por céluias
de levedura, um ion hidretc € removido do gliceraldeido-3-fosfato para uma
enzima (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e transferido para o NAD'. O
NADH assim produzido deixa entdo a superficie da enzima e difunde-se para outra
enzima, a alcool desidrogenase, com transferéncia de um ion hidreto do NADH
para o acetaldeido, produzindo etanol:

Gliceraldeido-3-fosfato + NAD* —» 3-fosfoglicerato + NADH + H*

Acetaldeido + NADH + H" —» stanol + NAD"

Note que na reagdo global, ndo hé produco liquida ou consumo de NAD® ou
NADH; os cofatores funcionam cataliticamente, sendo repetidamente reciclados
sem que ocorra uma mudanga liguida na concentragio de NAD® ou NADH.

Como visto, as desidrogenases e seus cofatores formam um grupo de
enzimas com extrema importancia, participando do metabolismo de inGmeras
substéncias. A utilizacdo destas enzimas em sistemas de andlises é objeto de
muitos estudos com excelentes resultados [19,20,23,46].
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Na eletroquimica, © emprego das enzimas desidrogenases no
desenvolvimento de biossensores ja & uma realidade. Vérios avangos foram
alcancados com a introdugdc de novos materiais, novas técnicas de imobilizagso
e também com © emprego de mediadores de elétrons, pois a oxidacsio direta do
NAD(P)H na superficie de eletrodos exige elevado potencial, dificultando o
emprego do biossensor como instrumento de andlise [21].

Buscando entender ainda mais o mecanismo de reagdo da
oletrooxidagdo do NADH, esta reagho € objeto de intensa investigacdo na
comunidade cientifica [18-21], tendo em vista que quanto maior o entendimento na
atuagdo desta molécula, maior serd o aproveitamento de suas qualidades
cataliticas e, consequentemente, melhores biossensores serdo produzidos.

1.3.5.2. Mecanismo da Eletrooxidacdo Catalisada do NADH

O primeiro experimento em laboratério sugerinds que a oxidacdo
eletrocatalitica do NADH era possivel, foi conduzido por Blaedel e Jenkins [33].
Eles mostraram que o pré-tratamento do eletrodo, principalmente eletrodos a base
de carbono, poderia baixar o sobrepotencial da oxidagdo do NADH.

Este fendbmeno foi atribuido a formagio de quindides (equivaiente a O-
quinonas) ou derivados, contendo oxigénio na superficie pré-tratada. Como
consequéncia, varias ortoquinonas e benzoquinonas foram usadas para efetuar a
oxidacao do NADH. Posteriormente, seguiu-se o uso de corantes organicos, como
as fenoxazinas, fenotiazinas e fenazinas (Figura 1.1), o que j& foi relatado nesta
introducao.

O mecanismo de oxidagdo por estes mediadores tem sido estudado tanto
em solug&o quanto com © mediador imobilizado na superficie do eletrodo
[21,22,34]. Através da cinética do processo redox dos corantes organicos atuando
como mediadores de elétrons [21,113] sugere-se a formagio de um complexo
mediador-NADH, que é provavelmente o passo limitante da velocidade de reacéo.

Embora a teoria do complexo intermolecular seja aceita para explicar o
processo de oxidagdo do NADH por corantes redox poliaromaticos, estudos da
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reacdo de NADH com orto e para quinonas e algumas diaminas arométicas
mostram que com estes oxidantes a reacio procede através da transferéncia de
hidreto.

Mesmo no mecanismo mediado da oxidag&o do NADH, a regeneracéo do
mediador no eletrodo e a reversibilidade {(quimica e eletroguimica) desta reacéo
nao & t&o simples, Estes fendmenos podem ser fontes de varias reacGes paralelas
adicionais, limitando a eficiéncia e o tempo de vida de um sensor para NADH e/ou
seu subseqlente biossensor a base de enzimas desidrogenases.

A estabilidade do mediador também influencia as condicdes de catalise
do NADH. Mesmao um mediador quimicamente estavel ndo ha garantias que ele
nao possa interagir com os intermedidrios do produto da oxidagio de NADH,
especialmente se estes intermedidrios puderem conter radicais livres e
requererem participagéo de protons do solvente.

No estudo da cinética mediada da oxidagdo eletrocatalitica do NADH,
dois principais pardmetros cinéticos parecem ser de crucial importancia na
investigacéo da oxidagéo eletrocatalitica do NADH. Um destes parametros relata a
cinética de transferéncia de elétrons entre o mediador adsorvido ou ligado
quimicamente e o substrato do eletrodo. Para uma boa performance da oxidag&o
eletrocatalitica do NADH, busca-se uma répida transferéncia de elétrons.

Outro parametro cinético importante & a constante da velocidade da
reacao redox entre o NADH e o mediador. A velocidade desta reagdo depende da
diferenca de potencial eletroquimico da reacao/catalise em ambos os pares redox.

Neste sentido, a investigagdo do comportamento da eletrooxidacdo
catalitica do NADH frente a estas matrizes modificadas com diferentes mediadores
€ de muita importancia, bem como um aprofundamento no estudo do mecanismo
desta reacdo, usando estes sensores e empregando as metodologias dos estudos
de cinética de reacio.
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1.3.6. Biossensor para Etanol

O alcool etilico desempenha papel fundamental em véarios campos de
atuacéo. Ele € o componente principal da industria de bebida alcodlica e tem
grande importancia na industria farmacéutica, de cosméticos e perfumaria, além
de ser uma droga téxica em niveis elevados, que o torna de grande interesse em
analises clinicas {114-120].

O etanol também esta envolvido diretamente nos casos de medicina-legal
sendo a causa mais freqUente em acidentes de transito. Varios efeitos
farmacologicos do etanol sdo observados quando sua concentracao na corrente
sanguinea alcanga aproximadamente 10 mmol L', sendo gue a 10 vezes este
nivel, o etanol passa a ser uma droga letal [121-123].

Do ponto de vista econdmico, a determinagdo da concentracio de etanol
é um passo importante em processos de fermentagdo. Em varios campos das
industrias de alimentos e bebidas, sua determinacdo tem de ser realizada “on
line’, sendo particularmente importante no controle de qualidade na producgéo de
bebidas {114,115,117,118]. O poder publico também & um grande interessado
pela determinag&o répida e eficiente de etanol, pois taxas e regulamentacdes sdo
muitas vezes impostas com base no teor de dlcoo! de determinado produto.

Muitos métodos séo utilizados para a determinagéo de etanol, tais como
a cromatografia, analises espectrométricas e destilagdo [121,124-1 28]. Contudo,
estes metodos s&o relativamente caros, demorados, complexos e exigem pré-
tratamento da mostra. Desta forma, ha uma grande demanda por métodos
baratos, rapidos e confidveis para a determinagso de etanol.

Tecnicas  eletroquimicas, especialmente  aquelas empregando
biossensores amperométricos, sé@o particularmente eficientes neste tipo de andlise
[115-118,129-132]. Estes dispositivos apresentam varias caracteristicas analiticas
favoraveis, tais como: sensibilidade, seletividade, rapidez, baixo custo,
portabilidade e possibilidades de miniaturizagao [133-1 34).

As enzimas utilizadas para o desenvolvimento de biossensores
amperomeétricos visande a determinagéio de &lcool etilico sdo a Alcool oxidase
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(AOD) e a alcool desidrogenase (ADH). Nos biossensores empregando AOD, o
consumo de Q2 ou a produgéo de H>0; sdo monitorados. Ja nos biossensores
empregandoc ADH, a enzima catalisa a oxidag&o do etanol a acetaldeido na
presenca do cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"), enquanto o
NADH gerado na reagéo pode ser monitorado amperometricamente de acordo
com a seguinte reacdo:

CH:CH,OH + NAD* 22y  CHCHO + NADH + H'

NADH =& o NAD® + HY + 2

Este mecanismo de atuacfo apresenta algumas caracteristicas
importantes na determinaco de etanol, como a ndc dependéncia do oxigénio
molecular e a alta seletividade para etanol. No entanto, os biossensores
amperomeétricos dependentes de NADH também apresentam algumas
desvantagens, principalmente relacionadas & instabilidade [18-21] e problemas
com a oxidacéo eletrocatalitica do NADH, que exigem alto sobrepotencial de
oxidagdo, como ja foi discutido [21].

Desta forma, seria muito interessante o desenvolvimento de biossensores
NADH-dependentes que pudessem incorporar as novas tecnologias de elaboracéo
de EQM's. Os avangos ailcangados empregando-se os novos materiais e as novas
técnicas de imobilizagiio de mediadores e enzimas certamente permitirio a
elaboragdo de melhores biossensores, que poderdo ser aplicados nos mais
diversos fins, como para a detecgéo do etanol em diferentes tipos de amostras.
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Il. OBJETIVOS

O projeto teve como finalidade o desenvolvimento de um biossensor para

aicool com elevada sensibilidade, seletividade e estabilidade. Para que estes

objetivos fossem alcangados fez-se necessdrio o estudo do comportamento

eletroquimico e eletrocatalitico de alguns mediadores de elétrons imobilizados

sobre a2 matriz de SiOz/Nb.Os, bem como o emprego da enzima alcool

desidrogenase (NADH dependente) na elaboragéo de um biossensor enzimatico a

base de pasta de carbono. Desta forma, o projeto teve os seguintes objetivos:

i)

vi)

vii)

Promover a modificagio da silica gel com dxido de nidbio.
Estudar o comportamento eletroquimico dos sensores a base de Azul de
Meldola (AM), Azul do Nilo (AN) e Azul de Toluidina (AT) adsorvidos na

matriz de silica niébio e misturados em pasta de carbono.

Estudar a oxidacio eletrocatalitica do NADH, usando os eletrodos
modificados.

Determinar os parémetros cinéticos da oxidacdo eletrocatalitica do NADH
frente a estes sensores, usando eletrodo de disco rotatério.

Desenvolver um biossensor empregando a enzima alcool desidrogenase.

Realizar os estudos de otimizacdo do biossensor.

Aplicar o biogsensor em amostras de bebidas alcodlicas, como por
exemplo, uisque, cerveja, vinho, tequila, etc.
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Hl. PARTE EXPERIMENTAL

Il.1. Reagentes Utilizados

- Silica gel (Fiuka) com diadmetro médio dos poros de 6 nm; area superficial
especifica de 520 m? g’ e com tamanho de particulas entre 0,05 e 0,2 mm,
previamente ativada a 150 °C, durante 2 horas.

- P% de grafite 99,9% (BDH).

- Oleo mineral (Aldrich).

- Pentacloreto de Nidbio (Aldrich).

- Azul de Meldola (Sigma).

- Azul do Nilo (Aidrich).

- Azul de Toluidina (Aldrich).

- Nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida, NADH (Sigma).

- Nicotinamida adenina dinuclectideo na forma oxidada, NAD" (Sigma).

- (N-{2-hidroxietil] Piperazina-N,N"-bi[2-Acido etanossulfonico]), Hepes (Sigma).

- Piperazina-N,N'-bi[2-Acido etanossulfénico] ,Pipes (Sigma).

- Hidroximetil Amino Metano, Tris (Nuclear).

- Albumina de sore bovino, BSA (Sigma).

- Alcool desidrogenase, ADH (EC 1.1.1.1), 356 U/mg (Sigma).

- Glutaraldeido (Sigma).

- Os demais reagentes usados foram de grau analitico.
Itl.2. Modificagdo da Superficie da Silica Gel com Oxido de Nidbio

Para esta modificaco 22 g de NbCls (0,081 mol) foram lentamente
dissolvidos em 40 mL de etanol anidro, em seguida foram adicionados 300 mL de
tetracloreto de carbono a esta solugéo. Apds esta etapa, foram adicionados cerca
de 50 g de silica previamente ativada e a mistura resultante foi refluxada por 20
horas sob agitagdo constante [135).

O produto da reagsio foi filtrado, lavado com tetracioreto de carbono e etano|
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anidro e, entéo, seco por 5 h a temperatura de 140 °C. O material seco foi imerso
em agua bidestilada por vérias horas. O produto final, denominado SN, foi entéo

seco a temperatura de 100 °C, por guatro horas.

lll.3. Adsorgdo do Mediador na Silica Modificada

Apos a modificacdo da silica gel, partiu-se para a adsorcdo dos corantes
organicos (mediadores de elétrons) na superficie de SN. Para tanto, 500 mg de
SN foram adicionados a 20 mL de uma solugdo aquosa 0,1% (m/V) do mediador
desejado, permanecendo em contato durante 3 horas sob agitagéo periodica.
Apés este periodo, a silica nidbio adsorvida com o mediador foi exaustivaments
tavada com agua destilada e seca & temperatura ambiente. O produto desta
reacdo foi denominado de SNAM, SNAN e SNAT, respectivamente para a silica
nicbio adsorvida com AM, AN e AT.

Il.4. Caracterizacdo do Material

A quantificag@o de nidbio suportado na superficie da silica gel foi
determinada através da técnica de fluorescéncia de raio-X, utilizando um
Espectrdmetro Spectrace - 5000.

A grea superficial da silica gel modificada foi determinada pelo método BET
de multipontos, usando um Micromeritics FlowSorb i 2300, A quantificacdo do
mediador adsorvido na superficie da silica modificada foi determinada por andlise
elementar, usando um Analisador Elementar Perkin Eimer-2400

H.5. Construgéo do Eletrodo de Trabalho

O eletrodo de trabalho utilizado foi construido no proprio laboratério de
pesquisa. Este dispositivo é basicamente um tubo de vidro de 15 em de
comprimento contendo uma cavidade inferior com 4 mm de diametro interno e 1
mm de profundidade ( Figura HI.1 ). Esta cavidade possui uma placa de Pt

38



. Parte Experimental

localizada na extremidade superior a qual estd ligada a um fio de niquelfcrémio
responsavel peto contato elétrico do eletrodo. Nesta cavidade é depositada a
pasta de carbono modificada conforme descrito abaixo;

Toma-se 10 mg de SN adsorvida com o mediador desejade e 10 mg de
grafite em pd, misturando-os por aproximadamente 15 minutos; apés esta etapa
adicionam-se gotas de 6leo mineral, misturando-os até completa hemogeneizacdo
e formagéo de uma pasta consistente. Esta pasta € colocada na cavidade inferior
do tubo de vidro representado na Figura 1, obtendo-se desta forma o eletrodo de
pasta de carbonc modificado, EPC/SNAM, EPC/SNAN e EPC/SNAT,
respectivamente para AM, AN e AT.

44— Tubo de vidro, 15 cm

Fio de niquel/crémio —

Placa de platina

Cavidade onde se deposita a

pasta de carbono modificada

Figura lil.1. Eletrodo de trabalho construido no laboratério

lL.6. Medidas Eletroquimicas

11.6.1. Medidas Usando Eletrodo de Trabalho Estatico

As medidas eletroquimicas estaticas foram realizadas num potenciostato
modelo PGSTAT10 da Autolab com o emprego de uma célula etetrogquimica de 3
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eletrodos (Figura HI.2). O eletrodo saturado de calomelanc é empregado como
referéncia, uma espiral de fio de platina como o eletrodo auxiliar & 0 dispositivo
descrito no item 111.5 como eletrodo de trabalho.

Figura lil.2. Representagdo da célula eletroquimica utilizada nos experimentos, sendo
{ R } o eletrodo de referéncia, ( T ) o eletrodo de trabalho e ( C ) o eletrodo auxiliar.

Il.6.2. Medidas Eletroquimicas Utilizando EDR

Para a realizagdo das medidas visando o estudo cinético do processo
eletrocatalitico do NADH envolvendo variagdo da velocidade de rotagéc do
eletrodo, foi empregado um eletrodo de disco rotatério (EDR), conforme
representado na Figura lil.3.

Este eletrodo foi construido na oficina mecanica do Instituto de Quimica da
UNICAMP, sendo constituido de um bastdo de PVC cilindrico de 13 mm de
diametro, contendo uma cavidade na parte inferior com fundo de grafite pirolitico,
que por sua vez é ligado internamente & parte superior do tubo por uma mola de
metal. Esta parte superior metalica faz contato eiétrico @ mecanico com o sistema
rotatério do aparelho, prendendo-se por um parafuso lateral. Este eletrodo foi
acoplado a um aparelho de rotagdo controlada, modelo 101 Industrial da Pine
Instrument Company.
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Parafnso que prende
o suporte metélico ao
aparetho de rotagdo

Suporte metélico J

®
! Suporte de Teflon” -
i Compartunento

reservado 4 pasta
de carbono

Figura lIl.3. Representacdo do eletrodo de frabalho empregado nos expenmentos para a
determinacdo dos parametros cindticos da elefrocatalise do NADH.

lI.7. Desenvolvimento e Otimizagdo de um Biossensor para Alcool
IH.7.1. Determinac&o da Atividade da Enzima ADH

Para a determinag&o da atividade da enzima alcool desidrogenase (ADH),
utilizou-se o método espectrofotométrico. Curvas de abscorbancia em funcéo do
tempo e da concentragdo de Aalcool foram registradas usando um
espectrofotometro UV/Visivel da Pharmacia Biotech (Ultrospec 2000), provido de
unidade de controle de temperatura. Para este experimento foram utilizadas
cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminhc optico e 3,0 mL de solugéo.

Com os dados obtidos destes experimentos, foi construido o grafico de
Lineweaver-Burk do duplo reciproco [111], para calcular a atividade da enzima em
estudo. O parémetro monitorado na determinacdo espectrofotométrica da
atividade da enzima foi a intensidade de luz absorvida a 340 nm, que & o & de
maxima adsorgdo do NADH formade durante o ensaio descrito a sequir.

Para a realizagdo deste experimento foram misturados na cela
espectrofotométrica 1,00 mL de solug&o tampao fosfato 0.1 mol L™ contendo 0,01
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mol L' NAD*, 1,50 mL de soluco contendo 2,5 10° g de enzima e 500 uL de
solucdo contendo o 4lcool. todas as solugdes foram feitas em tampéo fosfato 0,1
mol L pH 8,0. Neste estudo a concentragdo de alcool na cela esteve na faixa
entre 310% e 810*moi L.

I1.7.2. Imobilizagéo da Enzima e Construgéa do Biossensor

A enzima alcool desidrogenase, ADH, foi imobilizada na superficie do
grafite em p¢ por adsorgdo. Para tanto, em 20 mg de grafite em pd os reagentes,
dissolvidos em solucdo tampdo fosfato pH 8, foram adicionados na seguinte
ardem: 5 uL de glutaraldeido 5 % (v/v); 80 ul de solugéo contendo 2 mg de NAD™;
80 pnL de solugdo contendo 1 mg de albumina de soro bovino, BSA, e 100 ulL de
solucdo aquosa contendo 1 mg de ADH. Esta mistura foi agitada mecanicamente
por 15 minutos e seca na geladeira por aproximadamente 15 h.

Apos a etapa de imobilizacdo da enzima, adicionaram-se ac composto
obtido 20 mg de SNAM e 30 ui de dleo mineral, misturando-os até compieta
homogeneizagdo da pasta resultante a qual foi depositada na cavidade inferior do
dispositivo representado na Figura lil.1, obtendo-se o biossensor de trabalho.

I1.7.3. Avaliagdo e Otimizagéo do Biossensor para Alcool

Iniciaimente o proprio procedimento de imobilizagdo da enzima exigiu
grande atencdo, pois a ordem de adicdo dos reagentes resultou em respostas
diferentes do biossensor. Portanto, nesta primeira fase € importante que cada
reagente seja adicionado isoladamente e de preferéncia na ordem apresentada no
itemn anterior. Quanto a quantidade de ¢lec mineral adicionado na pasta, também
exigiu muita observagdo, pois quantidades menores desse reagente resultaram
em um aumento de ruido do sistema e uma quantidade muito grande dificuitou a
reag¢do na interface eietrodo-solugao.

O comportamento do sistema foi estudado aftravées de técnicas

eletroquimicas, principaimente a cronoamperometria. Alguns fatores que
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influenciam a resposta do biossensor foram avaliados, tais come: a composicao da
soluc&o tampé&o, o potencial aplicado, o pH da solugdo, a quantidade de NAD" e a3
quantidade de enzima, entre outros fatores.

Conhecendo-se as melhores condigdes de trabalho do biossensor, partiu-se
para obtencao da curva concentragéo versus resposta, a qual fornece informagdes
importantes tais como: sensibilidade, intervalo de resposta linear e limite de
deteccdo.

A calibragdo do biossensor foi feita pela adigdo de solugbes padrao do
analito, medindo-se a resposta de corrente em estado estacionario. Cada
experimento foi iniciado com o registro da corrente em fungdo do tempo, num
dado potencial aplicado, na presenca apenas do tamp&o até a corrente alcancar
um valor constante. Esta corrente é chamada de corrente de fundo ou corrente
residual. Neste ponto, o substrato foi adicionado e com o auxilio de um agitador
magnético, fez-se a homogeneizagdo da solugdo por 10 s, apés esse tempo
registrou-se a variag&o da corrente em fung&o do tempo.

As respostas foram calculadas comparando-se cada corrente de estado
estacionario com a corrente de fundo na auséncia de substrato, como mostra a
Figura IIl.4. Foram feitas adigGes sucessivas de substrato, sendo que cada adicgo
corresponde a uma concentracao conhecida de dicool, que fornece um valor de Aj.
Desta forma, somando-se as variagbes em densidade de corrente para as demais

adicbes, foram construidos os graficos de Al vs Concentragao.
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Figura W.4. Gréfico de um cronoamperograma ilustrando como se calcula a resposta do
biossensor

H1.7.4. Determinacdo do Tempo de Vida do Biossensor

Para a determinagéo do tempo de vida do biossensor, realizou-se o
monitoramento da resposta do biossensor para dlcool, dia apés dia, usando
sempre 0 mesmo eletrodo de trabaiho.

Durante a avaliaggo do tempo de vida do biossensor, a estocagem foi feita
em geladeira a 4 °C, de duas maneiras: ou o biossensor foi estocado a seco ou
em contato com uma solug&o tampao fosfato 0,1 mof L? apH 7.8.

l.7.5. Aplicagdo do Biossensor em Amosiras de Bebidas e Testes de
Recuperacéo.

As andlises com amostras de bebidas foram conduzidas da seguinte forma:
guando necessdrio, a amostra era diluida em égua para que a concentragdo de

alcool presente estivesse “dentro” da faixa linear de resposta previamente obtida,
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e pudesse ser determinada pelo biossensor desenvolvido. Para os célculos de
concentragéo de alcool nas amostras, utilizou-se a curva analitica obtida com o
biossensor nas mesmas condi¢des experimentais.

Os testes de recuperag&o do biossensor foram realizados da seguinte
maneira: em uma celula eletroguimica contendo solugdo tampao fosfato 0,1 mol
L pH 7,8, fez-se uma adicao de solugdo padrao de alcool através do qual obteve-
se um sinal de corrente proporcional a esta concentragdo (Aj;). Em seguida,
adicionou-se uma aliquota da amostra em estudo e obteve-se um outro sinal de
corrente (Ajz). Finalmente, fez-se uma nova adicdo de padréo sobre a amostra,
(mesma concentracéo) e obteve-se o sinal de comrente (Ajs). O calculo da
recuperagao do biossensor para todas as amostras estudadas foi feito através da

relacdo: (Aja/Aj1) x 100, levando-se em consideragao o fator de diluicso.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES
N.1. Caracterizagado do Material

A modificagéo da superficie da silica gel com Oxido de nidbio seguiu
procedimento descrito na literatura [135]. Nesta reacéo, o pentacloreto de nidbio
foi dissolvido em alcool etilico, pois © mesmo ndo é soltvel em tetracloreto de
carbono usado como soivente da reacio.

A quantidade de 6xido de nidbio imobilizado na superficie da silica gel foi de
1,4 mmol Nb/g de material. Esta quantidade é elevada quando comparada com
outros resultados disponiveis na literatura [135].

Apés a modificagdio da superficie da silica gel ocorreu uma pequena
diminuicao na area superficial da silica, pois iniciaiments a drea era de 520 + 8 m?
g"' e, posteriormente, passou para 486 + 7 m? g"'. Esse efeito & atribuido &
coalescéncia de alguns poros ou o blogueic dos poros menores durante a reacao
de modificagéo da silica gel [136].

A quantidade de mediadores de elétrons imobilizados na superficie de SN
foi determinada por andlise elementar, obtendo-se 55, 48 e 59 umoi/g de silica,
respectivamente para Azul de Meldola, Azul do Nilo e Azul de Toluidina. Estes
valores s&o semelhantes a outros sistemas similares descritos na literatura [1 37]

Uma vez realizada com sucesso a modificagio da silica gel com dxidos de
nidbio e a imobilizagdo do mediador na superficie desta silica modificada, partiu-se
para o estudo do comportamento eletroquimico dos eletrodos de pasta de carbono
gerados a partir destas matrizes.

IV. 2. Estudo das Propriedades Eletroquimicas dos Sensores Desenvolvidos
Os estudos das propriedades eletroquimicas dos sensores foram

conduzidos empregando o eletrodo de pasta de carbono modificado com a matriz
de SN imobilizada com o corante orgénico. Este procedimento deu origem a trés
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sensores, EPC/SNAM, EPC/SNAN e EPC/SNAT, respectivamente quando Azul de
Meidola, Azul do Nilo e Azul de Toluidina foi adsorvido na matriz de SN.

A Figura IV.1{A} mostra o voltamograma ciclico do EPC/SN, sendo que
nenhum pico de corrente foi observado, enguanto na Figura IV.1(B) ©
voltamograma ciclico do EPC/SNAM apresenta um par redox do mediador
adsorvido com potencial médio (En) de - 50 mV vs ECS (En=(Epa + Epc)/2), onde
Epa € 0 potencial de pico anddico e Ep € o potencial de pico catddico [138].

Comparando o potencial medio do AM neste sistema com o do AM livre em
solugao, —-120 mV vs ECS, observa-se um deslocamento de 70 mV para valor
mais positivo [76]. Este comportamento pode ser atribuido a interagdo da matriz
de SN e 0 AM, estabilizando a forma reduzida do mediador.

Uma explicagdo para este fendmeno é que a matriz de SN tem consideravel
acidez, o que proporciona melhores interagbes com centros bésicos, por isso a
maior interagdo com a forma reduzida (mais bésico que a forma oxidada),
estabilizando-a devido as interagbes acido-base [139]. Como conseqiéncia deste
comportamento, para que ocofra a oxidagcdo das espécies reduzidas (mais
estaveis), & preciso que se aplique um potencial de oxidagdo maior, deslocando o
potencial formal do par redox para valor mais positivo.

Simitar comportamento foi verificado para fenoxazinas, fenofiazinas e
fenazinas adsorvidas sobre fosfato de zirconio [36] e fosfato de titanio [140).
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Figura IV.1. Voltammogramas ciclicos obtidos com EPC/SN (A) e EPC/SNAM (B), usando
solugdo de KC/ 0,5 mol L', pH 7,0 e velacidade de varredura de 10 mV s~

Na Figura IV.2(B), referente ao experimento realizado com o sensor
EPC/SNAN, observa-se claramente o processo redox do mediador AN adsorvido
na matriz de SN através das correntes de pico anddico e catddico. Este sistema
apresenta um potencial médio préximo de —230 mV vs ECS. Comparando este
valor com o potencial médio de ~300 mV vs ECS obtido para 0 Azul do Nilo livre
em soluga@o tem-se um deslocamento de 70 mV para valor mais positivo [76). Este
deslocamento no potencial formal para valor mais positivo também sugere maior
interac&o entre a forma reduzida do AN com a matriz acida de SN.

Quando este experimento foi realizado com o sensor EPC/SNAT, Figura
IV.3(B), o potencial formal foi observado em -98 mV vs ECS. Este valor & M2 mv
mais positivo comparando ao potencial formal do AT livre em solugéo, -210 mV vs
ECS [76]. Nota-se também um deslocamento do potencial formal quando
comparado ao AT incorporado em pasta de carbono, —200 mV vs ECS [37].
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Figura 1V.2, Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC/SN (A) e EPC/SNAN (B), usando
solugdo de KCI 0,5 moi L', pH 7,0 e velocidade de varredura de 10 mV s,
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Figura IV.3. Volfamogramas ciclicos obtidos com EPC/SN (A) e EPS/SNAT (B), usando
solucdo de KCI 0,5 mol L', pH 7,0 e velocidade de vamedura de 10 mV s,
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Com relacdo ao deslocamento do potencial formal apresentado por estes
sensores, sabe-se que o potencial estd relacionado com a diferenca da for¢a de
interag&o entre as espécies reduzidas e oxidadas com a matriz do eletrodo [21].

Geralmente as matrizes interagem por suas propriedades acido-base, o que
leva a distingdo entre as espécies reduzidas e oxidadas do mediador imobilizado.
As especies oxidadas interagem mais fortesmente com superficies de eletrodos
mais basicas uma vez que sdo centros acidos, estabilizando-se. Isto as torna mais
dificii de serem reduzidas, exigindo maior potencial de redugdo e,
consequentemente, deslocando o potencial formal para valor mais negativos.

No caso das espécies reduzidas, a interac&o € mais forte com matrizes ou
centros mais acidos, como no caso da matriz de SN, estabilizando as formas
reduzidas, que passa a exigir maior potencial de oxidagdo, o que provoca o
deslocamento do potencial format para valor mais positivo.

De qualquer forma, este comportamento apresentado por estes sensores ja
demonstra que a matriz de silica modificada nao participa apenas como suporte
de imobilizacdo dos corantes organicos, mas também influencia diretamente na
estabilizacdo das ligacdes envolvidas na superficie do material. O deslocamento
no potencial sera muito importante no desenvolvimento futuro destes sensores,
pois a possibilidade de aplicagdo de baixos potenciais amplia sua aplicabiiidade,
na medida em que se reduz possiveis interferentes e reagbes secunddrias comuns
em sistemas com aito potencial de operacao.

Os sensores também foram avaliados para verificar o comportamento de
adsorgdo do mediador na matriz SN em fung&o da concentragdo da solugdo do
corante organico, AM, AN e AT durante o processo de adsorgdo. Este experimento
teve como objetivo determinar a capacidade maxima de adsorgédo da matriz de SN
para cada mediador.

A Figura V.4 apresenta as curvas construidas através da determinacéo do
I" em fungéo da concentragso da solugdo do corante usado durante o processo de
adsoredo do mediador na matriz de SN, sendo I' a cobertura do mediador na

superficie do elefrodo expressa em mol cm?2 O valor de T & avaliado pela
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i

integrag&o da érea do pico anddico ou catédico do voltamograma ciclico obtido em
baixa velocidade de varredura, (I = Q/nFA).

Neste experimento, observa-se que, em concentragcbes maiores que 0,5
mmol L™, a cobertura alcanga um maximo e permanece praticamente constante
para todos os sensores avaliados. Desta forma, a adsor¢dc dos mediadores na
silica modificada foi realizada em solugdo do corante organico em concentracio
de 0,5 mmot L™

41 —B— Azul de Meldola
64| —#&— Azul do Nile
1t —e@— Azul de Toluidina
5 -1 P —— ]
(E 4 ///-—-:/,
E T n //
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Figura IV.4. Cobertura elefroquimica obtida com os sensores EPC/SNAM, EPC/SNAN e
EPC/SNAT, preparados a partir de SN contendo o mediador adsorvido em solugdo de
diferentes concentragbes. O experimento realizado em KCI 0,5 mol L' pH 7,0 e
velocidade de vamedura de 10 mv s

Uma vez comprovado que o sistema empregando eletrodo de pasta de
carbono modificado promove um ambiente eficiente para o processo redox dos
mediadores presentes, prosseguiu-se com os estudos para verificar a
reversibilidade e o comportamento da transferéncia de elétrons destes sensores.

A Tabela IV.1 apresenta os valores de separacio de picos, AE,, dos

sensores desenvolvidos usando solugdes de diferentes eletrélitos de suporte.
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Nota-se que os valores s&o pequenos, 70, 85 e 100 mV vs ECS em solucéo de
KCl 0,5 mol L, respectivamente para os sensores EPC/SNAM, EPC/SNAN e
EPC/SNAT.

Os picos de oxidagcdo e redugio ndo s&o imagem um do outro, em
contraste ao proposto teoricamente para processo redox de especies adsorvidas
[141]. Este comportamento indica que a transferéncia de elétrons n3o é totalmente
reversivel, apresentando pequena resisténcia do material empregado nos
sensores.

Comportamento desta natureza pode ser explicado pela dificuldade dos
eletrélitos de suporte em se difundirem através da superficie do eletrodo para

manter a eletroneutralidade do sistema ou a resisténcia da propria pasta.

Tabela IV.1. Separacdo de pico anddico e catédico AE, (mV) obtidos em diferentes
eletrolitos de suporte. Experimento realizado em velocidade de varredura de 10 mV s,
concentragdo de 0,5 moi L e pH 7,0.

LICI KCI BaCl: CaCl, NaCl NaNOz Na,SO, NaClO,

EPC/SNAM 75 70 70 75 65 65 65 65
EPC/SNAN 85 85 85 90 95 93 91 85
EPC/SNAT 100 100 110 110 106 110 110 110

O efeito do eletrélito de suporte também foi estudado em relagdo ao
potencial formal, Tabela IV.2. Neste estudo, verifica-se que o potencial formal nao
sofre nenhum efeito dos diferentes eletrdlitos de suporte empregados, exceto para
perclorato, que apresenta valores ligeiramente superiores. Este comportamento
observado para o perclorato é atribuido 4 grande afinidade do jon perclorato ao
nitrogénio de aminas quaternarias [142].

Como o KCI foi o eletrdlitc de suporte que apresentou os melhores
resultados, tanto para separagdo de picos como para potencial formal, optou-se
por utiliza-lo nos demais experimentos realizados para verificar o comportamento
eletroquimicos deste sensores.

55



IV, Resuffados e Discussédo

Tabela IV.2. Potencial médio, E,,, em mV obtido com os sensores em diferentes elelrofitos
suportes. Experimento realizado em velocidade de varredura de 10 mv st concentra¢do
de 0,.5molL" e pH 7,0

LiCl KCl BaCl, CaCl, NaCl NaNQOs Na,SO, NaClO,

ECS/SNAM 60 -50 -55 -55 60 -70 -70 -80
ECS/SNAN  -245 -230 -240 240 -235 -240 -245 -265
ECS/SNAT 98 98 -100 -100 -100 -105 -105 -120

Qutro aspecto importante relacionado ao comportamento eletroguimico
destes sensores foi 0 estudo da influncia da concentragao do eletrolito suporte no
processo redox dos mediadores imobilizados. Os dados apresentados pela Tabela
IV.3 sugerem que acima de 0,5 mol L™ a concentragdo nao afeta o processo
redox, pois ndo houve variacdo consideravel no potencial formal nem na
separagcdo de picos. O nivel de corrente também ndo varia acima desta
concentragao.

Este comportamento comprova a boa mobilidade dos ions para manter a
eletroneutralidade na superficie do eletrodo. Contudo, como j& visto, o processo
redox n&o e totalmente reversivel: certamente, a resisténcia da pasta de carbono
deve contribuir para este comportamento. Para valores inferiores a 0,25 mol L™
percebe-se que hé um comprometimento na transferéncia de elétrons do sistema,
podendo ser atribuida a caréncia de transportadores de carga para manter a
eletroneutralidade na superficie do eletrodo.
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Tabela W.3. iniluéncia da concentra¢do da solugdo do eletrdlito de suporte no processo
redox dos sensores. Experimento em solugdo de KCI 0,5 mol L pH 7.0 e velocidade de
varredura de 10 mvV s’

Concentracio AE, (mV}) En (mV)

EPC/SNAM EPC/SNAN EPC/SNAT|EPC/SNAM EPC/SNAN EPC/SNAT
0,i0 mol L 110 110 120 -62 -240 -115
0,25 mol L™ 70 85 100 -50 -230 98
0,50 mol L™ 70 85 100 - 50 -230 98
0,75 mol L™ 70 85 100 -50 230 98
1,00 mol L 70 85 100 - 50 -230 -98

Dada a eficiéncia das pastas em proporcionar um bom ambiente para o
processo redox dos mediadores adsorvidos na superficie da matriz de SN, foi
realizado experimento para verificar a eficiéncia da imobilizagdo do mediador.

Pela Tabela V.4, percebe-se que mesmo apds sucessivos ciclos
voltamétricos & velocidade de 10 mV s ou uso continuo por varias horas, o nivel
de corrente permaneceu praticamente constante, comprovando que o mediador
n&o sofre lixiviagéo da superficie do eletrodo. Esta estabilidade é fundamental em
aplicagdes analiticas destes sensores.

Tabela IV.4. Comente de pico anédico { uA cm? ) apos sucessivos voftamogramas, obtida
para os diferentes sensores. Experimento realizado em soiucao de KCI 0,5 mol L™ PH 7.0
e velocidade de varredura de 10 mv s™.

Ciclos 5 10 20 40 60 80 100
EPC/SNAM 200,1 200,1 200,0 200,1 200,1 200,0 200,1
EPC/SNAN 655 654 654 653 653 653 65,3
EPC/SNAT 39,8 398 399 398 399 398 39,8

Outro importante aspecto destes sensores é a correlagdo linear entre a
corrente de pico anddico e a raiz quadrada da velocidade de varredura, na faixa
de 5 a 200 mV s”', Figura IV.5. Este comportamento & similar a processos
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controlados por difusdo [143]. No entanto, como o mediador estd fortemente
adsorvido na matriz de SN, certamente € a difusdo dos ions do eletrdlito suporte
que mantém a eletroneutralidade na superficie do eletrodo. Este tipo de
comportamento € freqlentemente observado quando materiais inorganicos, como

silica ou fosfato de zirconio s&o usados em misturas com pasta de carbono [144].
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Figura IV.5. Dependéncia da corrente de pico em funcéo da raiz quadrada da velocidade
de varmedura obtida para os diferentes sensores. Experimento em solugéo de KCI 0,5 mol
LTpH 7.0

G estudo do comportamento do potencial médio e da separagdo de picos
tambem foi realizado em fungao da variagio do pH da solugdo. Pela Tabela IV.5,
observa-se que 0s valores de Em e 0 AE, dos mediadores adsorvidos na matriz de
SN n&o variaram com o pH da solugdo entre 5 e 8 Este comportamento é
atribuido ao efeito protetor da matriz de SN, minimizando o efeito do proton sobre
0 mediador adsorvido.

Contudo, para valores de pH menores que 4, um deslocamente do potencial
formal para valores mais positivos é observado. Isto mostra que o efeito de
protecdo da matriz ndo consegue atuar em altas concentragdes de H*. Este
comportamento dos sensores em fungédo do pH da solugdo é muito atrativo em
relagcao a aspectos praticos e estudos de mecanismo de reagso entre o NADH e o
mediador adsorvido em SN.
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A eliminacéo da influéncia do H” na faixa de 5 a 8 durante o processo redox
dos mediadores adsorvidos na matriz de SN assegura que o comportamento da
eletrooxidagdo do NADH seréd afetado somente pelo deslocamento no potencial
formal do NADH. Este aspecto € muito importante para verificar o efeito da
diferenca de potencial eletrogquimico na reagéo entre o NADH e o mediador.

Tabela IV.5. Potencial médio, E,, (mV), e separagdo dos picos, AE, (mV), em fungdo da
variagdo do pH da solucdo. Experimento realizado para os sensores desenvolvidos em
velocidade de varredura de 10 mV s

EPC/SNAM EPC/SNAN EPC/SNAT
pH AE, Em AE, Em AE, Em
2 60 25 85 -80 90 -80
3 65 -30 80 -110 90 -85
4 65 45 80 -190 100 -98
5 65 -50 85 -230 100 -98
6 70 -50 85 -230 105 98
7 70 -50 85 -230 100 -98
8 65 50 85 -230 100 -98

Ate 0 momento, conclui-se que a modificacéo da silica gel com &xido de
nidbio foi muito efetiva e que esta matriz revelou-se bastante eficiente no processo
de adsorcdo dos corantes organicos empregados. Isto proporcionou alta
estabilidade dos sensores gerados a partir da pasta de carbono incorporando o
corante adsorvido na matriz de SN.

O grande deslocamento do potencial formal dos mediadores adsorvidos &
um importante aspecto destes sensores, pois este é um fator importante em
aspectos praticos que busca a aplicag&o de baixos potenciais, entre - 100 a 0 mV
vs ECS, procurando evitar possiveis interferentes.

Desta forma partiuv-se, com grande expectativa, para os estudos do
comportamento da eletrocatalise do NADH frentes aos sensores desenvolvidos.
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IV.3. Estudo da Eletrooxidacio do NADH

Fenoxazinas, fenotiazinas e fenazinas sdo especies bem conhecidas pela
capacidade de eletrocatalisar a oxidagdo do NADH. Muitas investigactes sobre os
parametros cinéticos envolvidos nesta reagio ¢ relatada na literatura [145].
Embora vérios mediadores possam ser usados na transferéncia de elétrons
durante a eletrocatdlise do NADH, um numero restrito destes conseguem
efetivamente reduzir o sobrepotencial exigido na eletrooxidacdo do NADH.

As fenoxazinas e fenotiazinas quando adsorvidas na superficie de matrizes
apresentam baixo potencial formal, permitindo a eletrooxidagdo do NADH em
potenciais proximos de zero, também proporcionam alta velocidade de
transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo. Contudo, tanto sob o aspecto
da capacidade de eletrocatalisar a oxidagio do NADH quanto a estabilidade do
sistema, pode-se obter melhorias.

Nos sensores apresentados neste projeto, observou-se o desiocamento do
potencial formal para valores mais positivos, como também independéncia do
potencial formal com a variagdo do pH da solugdo entre 5 e 8, quando os
mediadores estdo adsorvidos na matriz de SN. Estes aspectos s&0 fatores
importantes no emprego destes sensores para promover a eletrocatalise da
oxidag&o do NADH. Por isso, considerou-se a viabilidade de explorar os sensores
EPC/SNAM, EPC/SNAN e EPC/SNAT frente a reacao de oxidagdo do NADH.

Para o estudo da eietrocatilise do NADH foram realizados testes para
verificar a capacidade dos sensores em eletrocatalisar a oxidagdo do NADH em
solucdo. Nas Figuras IV.6(B), IV.7(b) e IV.8(b), observa-se claramente o
desenvolvimento da corrente catalitica dos sensores na presenca de uma solugdo
de 5,0 10 moi L™ de NADH. E importante salientar que, na auséncia do mediador
o sensor EPC/SN ndo apresenta qualquer corrente catalitica na presencga de
solugdo de NADH.
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Figura IV.6. Voltamogramas ciclicos obtidos com o EPC/SNAM na auséncia (A) e na
presenca (B) de NADH 5,0 107 moi L'! pH 7,0 a velocidade de varredura de 10 mv 57",

Na Figura IV.7, observa-se um desiocamento para potenciais mais
negativos no pico de redugdo do sensor EPC/SNAN. Este comportamento é
atribuido @ formag&o de um complexo de transferéncia de carga intermediario
entre 0 NADH e o AN adsorvido na matriz de SN.

Neste experimento preliminar, percebe-se o bom desempenho do sensor
EPC/SNAM, apresentando alta corrente catalitica para a oxidagdo do NADH em
potencial proximo & 0,0 mV vs ECS. Este comportamento & realmente um
importante aspecto; no entanto, € necesséria uma avaliagéo mais completa dos
sensores para que se possa extrair melhores conclusdes.

Esta avaliagdo minuciosa do sensor s6 & possivel através da realizacao de
varios experimentos frente a parametros como: potencial, pH, tampao, curva
analitica, cinética de reagdo, etc. Desta forma, € possivel avaliar suas reais
perspectivas para o desenvoivimento de biossensores.
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Figura IV.7. Voltamograrnas ciclicos obtidos
com o EPC/SNAN na auséncia (a) e na
presenga (b) de NADH 5,0 107* mo! L pH
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Figura IV.8. Voltamogramas ciclicos obtidos
com o EPC/SNAT na auséncia (a} e na
presenga (b) de NADH 5,0 107 moi L' pH
7,0 a velocidade de vamedura de 10 mvV s™.

Para melhor compreender a capacidade eletrocatalitica de cada sensor, foi

realizado experimento utilizando cronoamperometria para avaliar a resposta do
eletrodo em fungdo do potencial aplicade. Na Figura IV.9(A), observa-se
claramente que a eletrooxidagdo do NADH, uiilizando o sensor EPC/SNAM,
comega em -200 mV vs ECS e alcanga um maximo em 0 mV vs ECS

aproximadamente. Este comportamento indica que o processo eletrocatalitico &

bastante eficiente em termos de potencial comparado ao Azul de Meidola

adsorvido em grafite [139].

Para o sensor EPC/SNAN (Figura IV.9(B)), a eletrooxidagcdo do NADH
comeca em aproximadamente —350 mV vs ECS e alcanga um méximo em -230
mV vs ECS, coincidindo com o £° do mediador imobilizado. Este valor é bastante
negativo comparado com o potencial de 0 mV vs ECS observado para ac AM

adsorvido na matriz de SN, mas ainda apresenta boa atividade catalitica para

eletrooxidar o NADH.

Quanto a eletrocatalise do NADH frente ao sensor EPC/SNAT (Figura IV.9
(C)), ela inicia-se em -200 mV vs SCE e alcanga um méximo de resposta em 0 mV

vs ECS, situando-se numa faixa intermediaria dos sensores anteriorss.
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Figura IV.9. Dependéncia da comente eletrocalalitica do NADH em fungéo do potencial
aplicado, obtida para os sensores EPC/SNAM (A}, EPC/SNAN (B) e EPC/SNAT (C). Cada
ponto no grafico contém uma concentragdo de 5,0 107 mol L' de NADH em KCi 0,5 mol
L7'pH7,0.

A realizagao de experimentos para verificar a influéncia do pH da solucéo
na eletrocatalise do NADH é fundamental para obtengdo de novas informagdes
sobre o mecanismo desta reagdo. Observa-se na Tabela IV.6 que, para um
intervalo de pH entre 5 e 8, a resposta dos sensores se manteve praticamente
constante, em concordancia com a invariancia do potencial formal dos mediadores
adsorvidos em SN nesta mesma faixa de pH (Tabela IV.5).

Este comportamento é interessante, pois um aumento na eletrooxidagdo é
esperado, isto porque o par redox NAD*/NADH desloca-se 30 mV por unidade de
pPH para potenciais mais negativos [146], aumentando a diferenca de potencial
eletroquimico entre o mediador adsorvido e o NADH. A nao variacdo da resposta
dos sensores nesta faixa de pH sugere que a matriz dcida de SN afeta a formagdo
do complexo de transferéncia de carga, minimizando a forca do potencial
termodinamico.
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Tabela IV.6. Comrente catalitica para a oxidagdo do NADH (4j /uA cm’®) em fungéo do pH
da solucdo, empregando os sensores desenvolvidos. Expenmento realizado na presenca
de 5,0 107 moi L' de NADH em meio de KCI 0,5 mol L™

pH EPCISNAM EPC/SNAN EPC/SNAT
5 18,7 +0,8 83 £ 04 71+ 05
6 19,3 +0,7 83 £ 04 70 + 05
7 200 + 0,7 85+ 04 7.1 £ 0,5
8 201 £ 07 85 + 04 71 +£05

Experimentos realizados em diferentes solugdes de tampao (Tabela IV.7),
mostraram que o tampao fosfato apresenta as melhores respostas para todos os
sensores utilizados. Este comportamento pode ser explicado devido a formacéo
de um complexo entre o fosfato e o anel piridinico da forma reduzida do NADH,
formado um aduto que facilita a oxidagéo do NADH [147].

Tabela IV.7. Comente catalitica ( AifuA cnv? ) da eletrooxidagéo do NADH (5 107 mol L)
em diferentes tampdes com concentragdo de 0,5 mol L™ e pH 7,0. Experimento realizado
com os sensores EPC/SNAM e EPS/SNAN e EPC/SNAT.

Soluggo Tampdc EPC/SNAM EPC/SNAN EPC/SNAT

Fosfato 20,0 8,4 7,8
Hepes 10,0 7.2 46
Pipes 8,5 6,2 4,2
Tris 11,7 7.3 57

Apbs os estudos eletroquimico e eletrocatalitico, partiu-se para a aplicacdo
destes sensores na determinacio da concentracio de NADH em solucdo. A
corrente catalitica em funcéo da concentraggo de NADH (curvas analiticas) esta
representada nas Figuras IV.10, IV.11 e V.12, respectivamente para EPC/SNAM,
EPC/SNAN e EPC/SNAT. Em todos os sensores, obteve-se uma boa correlagdo
linear com ampla faixa de resposta (Tabela IV.8), com destaque para o
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EPC/SNAM com faixa finear de 1,0 10° a 7,5 10 mol L™, sensibilidade de 48 mA
L™ mol ¢ limite de detecgdo de 5,0 10 mol L™,

45,0 4
P
375 .- '
’/
| P
S 3004 -
5 o
é 2254 e
15,0 ./.
75 - ’-/
] /
1 = A
0.0 - I/
T T T T T T T T T T T
00 0.2 0.4 06 0.8 10
{NADH] /mmol L

Figura IV.10. Curva analitica obtida com o sensor EPC/SNAM, com potencial aplicado de
0 mV vs ECS em solugdo tamp&o fosfato 0,5 moi L pH 7,0

A curva analitica correspondente ao sensor EPC/SNAN (Figura IV.11),
apresenta uma faixa de linearidade um pouco menor que para o sensor anterior,
1,0 10° a 4,8 10™, com sensibilidade de 18 mA mal L' e limite de detecgao de 8.0
10® mol L. Estes parametros analiticos, associados a grande estabilidade do
sistema, também s3o favoraveis & utilizag8o deste sensor no desenvolvimento de
blossensores amperométricos empregando enzima NADH dependente.

A resposta do sensor EPC/SNAT em funcéo da variacdo da concentragéo
de NADH da solugdo, gerou a curva da Figura IV.12. Este sensor também
apresenta boa faixa de resposta linear, 20 10* a 4,0 10° mol L', com
sensibilidade de 1,4 pA L mol e limite de detecciio de 3,4 10° mol L. Estes
parémetros analiticos obtidos com o sensor EPC/SNAT s&o bem inferiores aos
parametros dos sensores EPC/SNAM e EPC/SNAN. Os valores estic em
concordancia com a literatura se observados em relagiio & velocidade de
transferéncia de elétrons. Neste aspecto as fenoxazinas (Azul de Meidola e Azul
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do Nilo) geralmente apresentam maior velocidade de reagéo que as fenotiazinas

(Azul de Toluidina),
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Figura WV.11. Curva analitica obtida com o
sensor EPC/SNAN, com potencial aplicado
de -200 mV vs ECS em solugdo tampédo
fosfate 0,5 mol L' pH 7,0

Figura IV.12. Curva analitica obtida com o
sensor EPC/SNAT, com potencial aplicado
de 0 mV vs ECS em solugdo tampéo fosfato
0,5mol L pH 7,0

Outros parémetros também foram avaliados. O tempo de resposta para
todos os sensores desenvolvidos foi de aproximadamente 0.8 + 0,2 s, sendo
bastante répidoc em se tratando de eletrodos de pasta de carbono. Provavelmente
a facilidade de difusdo dos eletrdlitos de suporte e a alta velocidade de
transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo s3o os fatores responsaveis por
este baixo tempo de resposta.

A repetibilidade dos sensores, avaliada em termos do desvio padrao
relativo, ficou abaixo dos 3% com n=10. Com todos os sensores, foi possivel
realizar mais de 300 determinagdes sem variagdes significativas, mostrando alta
estabilidade.

Como observado na Tabela IV.8, os sensores desenvolvidos respondem
muito bem quando aplicados para detecgdo de NADH. Desta forma, pode-se
seguir com os estudos que visam ampliar 0 conhecimento da utilizacdo de
mediadores de elétrons em reagdes que envolvam a participagdo do cofator
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NAD(P)H. Assim, seria muito oportuno ¢ estudo da cinética de reagao entre o
NADH e estes mediadores adsorvidos, podendo levar a um maior entendimento
do mecanismo que envolve a transferéncia de elétrons das reacdes contendo a
participagao do cofator NADH.

Tabela Iv.8. Condi¢des finais da otimizagcdo dos sensores desenvolvidos para promover a
eletrooxidacdo do NADH. Experimentos realizados em pH 7,0

Parametro EPC/SNAM EPC/SNAN EPC/SNAT
Potencial aplicado OmVvs ECS -200 mV vs ECS 0,0 mVvs ECS
Faixa de resposta 1,010%a 1,010%a 2,010%a

linear {mol L) 7.510™ 4810 4,010°
Sensibilidade 48 mA L mol 18 mA L' mol 1,4 uA L'mol
Limite de detecgdo 5,0 10 mol L™ 8,0 10°mol L™ 3,4 10° mol L™
Tempo de resposta 08+02s 08+02s 08+02s

IV.4. Estudo Cinético da Eletrooxidagdo Catalitica do NADH

Conforme ja mencionado nesta tese, o aprofundamento dos estudos
visando ampliar os conhecimentos do mecanismo de reagio envolvendo o NADH
& extremamente importante. Do ponto de vista analitico, 0 dominio do mecanismo
desta reag@o tem despertado grande interesse entre os eletroquimicos, pois sua
compreens&o ampliaré as aplicagbes de enzimas NADH dependentes ro
desenvolvimento de biossensores [18-20].

Neste sentido, a exploragdo eletroquimica de eletrodos contendo
mediadores de elétrons tormou-se uma importante ferramenta nos estudos
envolvendo o mecanismo de reagio da eletrooxidagdo do NADH. E nos estudos
visando a avaliacdio dos parametros cinéticos, o emprego dos eletrodos de disco
rotatorio, EDR, € de extrema importancia.
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Um fator primordial na exploragéo dos eletrodos de disco rotatdrio (EDR) &
0 gradiente de catalise apresentado pelo sensor em fungdo da variagdo da
velocidade de rotacdo do efetrodo. Quando foi empregado o sensor EPC/SNAT, o
gradiente observado foi muito pequeno, comprometendo a realizacdo dos estudos;
por isso, serdo discutidos e apresentados somente os dados para os sensores
EPC/SNAM e EPC/SNAN.

E conhecido que a corrente de oxidaggdo do NADH para o eletrodo
modificado pode ser limitada pelo transporte de massa do NADH até a superficie
do eletrodo e pela cinética da reagio. Quando se emprega o EDR, a corrente (liim)
pode ser iimitada pelo transporte de massa, pela cinética da reacdo e pela
concentragdo de NADH, [NADH]' no seio da solugdo, de acorde com a equagdo
(1) de Levich [143].

2 1 1

Iim = 0,620nF[NADHT D*w?v ¢ (g1

Nesta equacéo n € o nuimero de elétrons, F a constante de Faraday, D o
coeficiente de difusdo (em cm® s™') e v a viscosidade (em cm? ).

Para o sistema em estudo, & possivel comprovar esse fendmeno
submetendo o sensor a diferentes velocidades de rotagdo na presenca e na
auséncia de NADH. Quando o NADH nio esta presente em solugio, nenhuma
alterag@o da corrente € observada com a variagio da velocidade de rotacdo de 20
a 300 rpm (Figura IV.13(A)). Quando o NADH esta presente em solugio (Figura
IV.13(B)), observa-se uma variaco da corrente eletrocatalitica com a variagao da
velocidade de rotagdo do EDR. Isto comprova a influéncia do transporte de massa
no processo redox do NADH.
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Figura IV.13. Voitamogramas de varredura linear obtidos para o sensor EPC/SNAM,
empregando EDR, na auséncia (A) e na presenca (B) de [NADH] 1 10° mof L', em
solugéo de KCI 0,5 mol L™ pH 7,0 variando a velocidade de rotagéo de 20 a 300 pm,

A influéncia da componente cinetica na eletrocatélise do NADH, usando
EDR, pode ser comprovada através da construgdo do grafico de Levich (Figura
IV.14). Para tanto, construiu-se um grafico de intensidade de corrente em fungéo
da raiz quadrada da velocidade angular de rotagéo e, através deste gréfico,
comprovou-se que nesta reagdo, além da contribuic&o difusional, ha também uma
componente cinética, a qual & verificada pelo desvio da linearidade.

Desta forma a emprego de EDR se ajusta perfeitamente para a
determinag&o das constantes cinéticas envolvidas na reagdo de oxidacdo
eletrocatalitica do NADH, empregando eletrodo modificado com mediadores de

elétrons.
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Figura IV.14. Vanagdo da intensidade de corrente em fungdo da raiz quadrada da
velocidade de rotagdo. Experimento realizado em solugdo de KCI 0,5 mof L™, pH 7,0.

Para uma reagfo catalisada, a corrente medida (1), usando EDR, pode ser
éxpressa como representada na equacao 2 abaixo [148]:

2 1

_ nFAk,, T[NADH] D’ o2

obs
2 1 1 (Eq. 2)
D3w? +1,61vok, T

I

Onde I € a cobertura da superficie do eletrodo com os mediadores de
elétrons (em mol cm™), a qual foi avaliada através da integrac&o da &rea do pico
anodico ou catddico do voltamograma obtido em baixa velocidade de varredura (T
= Q/nFA).

Fazendo a inversdo da equagdo (2), tem-se a conhecida equacao (3) de
Koutecky-Levich, muito utilizada em reagbes cataliticas empregando eletrodos
contendo mediadores de elétrons [138,149]. Esta equagio foi empregada na
obtencdo dos graficos das Figuras IV.15 e IV.18, variando a concentragéo de
[NADH]J.
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Figura IV.15. Grafico de Koutechy-Levich para o eletrodo de pasta de carbono modificado
com EPC/SNAM, empregando EDR em diferentes concentragdes de [NADHJ.
Experimento realizado em solugéo de KCI 0,5 mol L pH 7.0
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Figura IV.16. Grafico de Koutechy-Levich para o eietrodo de pasta de carbono madificado
com EPC/SNAN, empregandoc EDR em diferentes concentragbes de [NADH].
Experimento realizado em solug&o de KCI 0,5 mol L, pH 7,0
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1 1 1 (E

L +

I nFEAk , T[NADHT i * ot )
n obs | ] 0,620nFAvé D3 [NADH| @?

Pela inclinagéo da curva, é possivel obter o numero de elétrons (n)
envolvidos na reacéo. Através da interceptacéo do grafico de Koutechy-Levich &
possivel tambémn avaliar o ks, cOnhecendo-se entdo o valorde I

O valor da constante kws (constante global da reacéo) apresentou-se
altamente dependente da [NADH] (Figura IV.17). Isto também foi observado para
outros eletrodos modificados com mediadores usados na oxidacdo eletrocatalitica
do NADH [19,20,148], sendo esta alta dependéncia explicada pela formagdo de
um complexo de transferéncia de carga (CT-complexo) entre o NADH e o
mediador antes da formag&o do produto da reagfo representada pela equacao (4)

a seguir;
kobs
%e k>
NADH + SNMedox «> CT-complexo —» NAD™ + SNMedw: (Eq 4)
k.
1066 & A - - B
AN 1\
T \ I
K AN I
\.‘\\ L] )

a0 4 e -
M"‘.“‘m..__ w—‘ \.\-\

T T T T T v T
o ae ufo [:2 1 2 3 4 . 5 B
[NADH], mmol L FNADH], mimol L

Figura IV.17. Variacdo da constante ke, pela [NADH] para os sensores EPC/SNAM {A)e
EPC/SNAN (B).
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R

Este tipo de mecanismo de reacio é bastante empregado para estudo de
cinética de Michaelis-Menten e obtengdo da constante que leva o mesmo nome
{Km), que pode ser definida conforme a equacéio 5 abaixo [38):

3 k,+k.,
k

+1

Ky (Eq. 5)

A constante de velocidade global da reagdio, ks para qualquer
concentragao de NADH pode ser expressa como proposto abaixo [148];

k o k+2
" K +[NADHT (Ea. 6)

invertendo a equacao (6) obtém-se a expressao:

1_@JMWT

ke Kok, Ea.7)

obs

A construgao do grafico 1/kes vs [NADH] (Figuras IV.18 e IV.19) fomece
uma relag@o linear, sendo indicativo que um complexo de transferéncia de carga
deve se formar entre o mediador @ o NADH. Do coeficiente angular da curva, €
possivel calcular o valor de k.2 e, do coeficiente linear, o valor de Ky pode ser
avaliado.
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Figura IV.18. Vanagdo de 1/k..s em fungéo da concentragéo de [NADH]J, empregando o
sensor EPC/SNAM ern solugdo de KCI 0,5 mol L, pH 7,0.
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Figura IV.19. Variagéo de 1/k. em fungdo da concentragdo de [NADH] empregando o
sensor EPC/SNAN em solugdo de KCI 0,5 mol L', pH 7,0

O valor de kepsnaohio foi avaliado entre pH 6 e 8. Para valores de pH
menores que 5, o comportamento eletroquimico do NADH nao é estavel [146] e
para pH maiores que 8, a estabilidade da silica gel que fica comprometida.

A Tabela IV.9 apresenta os parametros caiculados pela eletrooxidacdo do
NADH para os sensores EPC/SNAM e EPC/SNAN, empregando EDR.
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L

Observa-se claramente que 0 KepsNaDHE0 @umenta no sistema com ©
aumento do pH na solugdo, em contraste com outros sistemas estudados
baseados em mediadores imobilizados em eletrodos convencionais, mas em
concordancia com dados de recente publicagdo com mediadores similares
imobilizados em fosfato de zirconio [150].

Uma explicagdo dada para os sistemas nos quais ocorre diminuigéo da
velocidade de reacdo com o aumento do pH, € que a estabilidade do mediador
também € diminuida. No entanto, nos sensores estudados, a matriz de silica-
niébio deve exercer um efeito de protegdo frente a variagdo da concentragdo de
H*, visto que néo foi observada nenhuma alteracfo do potencial formal, nem na
resposta dos sensores na faixa de pH entre & a 8, podendo a diferenca de
potencial eletroquimico entre 0 mediador adsorvido e © NADH ser a responsavel
por este comportamento.

Atuaimente, no mecanismo de reagéo envolvendo o processo redox do
NADH, indaga-se se a reagdo € influenciada pelo pH ou pelo valor do potencial
formal do par NAD*/NADH, gue se desloca 30 mV por unidade de pH para valores
mais negativos.

Possivelmente este comportamento € devido ac aumento da diferenga de
potencial entre o par redox NAD'/NADH e o mediador adsorvido em fungao do
aumento do pH. E importante frisar que nos estudos do comportamento
eletroquimico dos sensores, foi observado que o potencial formal do AM e AN
adsorvido na matriz de SN praticamente n&o ¢ afetado na faixa de pHentre 5 a 8.

A avaliacdo da cobertura da superficie do eletrcdo com os mediadores
adsorvidos, T, apresentou valores muito proximos para toda faixa de pH estudada,
enquanto observa-se uma variagdo na velocidade de reacdo, pois kes aumenta
com a diminuicdo da concentragéo de H'. Este comportamento evidencia que a
quantidade de grupos mediadores imobilizados na superficie de SN ¢
suficientemente alta, n&o afetando assim a velocidade da reagdo.

Quanto aos valores de Ky'?, estes sdo pequenos quando comparados aos
sistemas similares [148]. Estes valores sugerem grande participagao do mediador
na eletrooxidagao do NADH.
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Tabela IV.9. Parametros cinéticos e eletroquimicos da eletrooxidagio do NADH em
fungio do pH, empregando os sensores EPC/SNAM ¢ EPC/SNAN
EPC/SNAM EPC/SNAN

pH 6 7 8 6 7 8

r(16° moVem™)| 52+02 52+02 | 51+02 | 4202 44402 | 44102

¥ >

KvM's7) ]0.294001 | 0,30+0,0] [0,30+0,01§ 0,18 +£0,01 | 0,15+0,01 |0,14£0,01

Koos (M s™) 1538 £18 | 1785+ 19 (200019 | 111115 | 140015 | 1571 £ 16

ko2 (s™) 0,40+0,02 | 0,50 £0,02 [0,65+0,02] 0,200,002 | 0,21 £0,02 [0.22+0,02

n (elétrons) 1,9+90,2 1,9+0,2 2,1x£0.2 1.8£0,2 1,9x0,2 2,1£02

Com relagdo ao k., constante de dissociagdo do complexo, os valores sao
pequenos em relagdo ao kas, provavelmente, este seja o0 passo limitante da
reacao.

Quanto ao numero de elétrons encontrado, esid concordante com o
esperado para sistemas envolvendo a eletrocatalise de NADH mediada por
corantes organicos do tipo fenoxazinas

Comparando com outros sistemas da literatura, a eletrocatalise do NADH
empregando os sensores desenvolvidos foi bastante satisfatoria, com alto valor de
kevs. Os estudos também confirmaram uma maior velocidade de transferéncia de
elétrons para o sensor EPC/SNAM comparado aoc EPCSNAN, o que ja se supunha
através dos estudos com os sensores em estado estacionario.

Par fim, a comparagdo dos resultados com outros sistemas da literatura,
exige um pouco de cuidado, pois os mediadores estdo adsorvidos somente na
silica nidbio a qual € misturada na pasta de carbono. Na verdade, os sitios
eletroativos estdo iocalizados no SNAM e SNAN, gque sao bem porosos.
Considerando estes aspectos, os valores das constantes cinéticas, principalmente
o Ku™®, ndo podem ser comparados com outros sistemas de maneira direta.
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IV.5. Desenvolvimento de um Biossensor para Etanol!

Nos estudos anteriores foi demonstrado que o eletrodo de pasta de
carbono, EPC/SNAM, resultou em um otimo sensor para a determinacio de NADH
{151]. Quando o AM foi adsorvido na silica-niébio apresentou excelente
estabilidade, gracas a forte adsor¢do do mediador na superficie da silica
modificada. O melhoramento na atividade eletroquimica e o deslocamento do
potencial formai para valores mais positivos permitiram uma efetiva eletrooxidagdo
do NADH, aplicando potencial de 0,0 mV vs ECS.

Uma vez realizado com sucesso os estudos envolvendo a utilizagdo de
mediadores de elétrons visando melhorar a eletrooxidagdo do NADH, partiu-se
para o desenvolvimento de um biossensor para alcool, As condigGes operacionais,
otimizag&o e performance deste biossensor sdo descritos a seguir.

IV.5.1. Importancia da Matriz de Silica gel Modificada

Conforme verificado anteriormente, a modificacso da superficie da silica gel
com o Oxido de nidbio, SN, foi muito bem sucedida haja visto que a quantidade de
grupos imobilizados foi bastante elevada (1,4 mmo! Nb/g de silica), comparada a
outros sistemas simifares [135].

O sucesso desta etapa do projeto foi muito importante, pois a adsorgdo do
mediador na matriz de SN conferiu elevada estabilidade ao sensor EPC/SNAM
empregado na determinacio de NADH. Este sensor nao apresentou diminuicio de
corrente em nenhum momento, sendo capaz de realizar mais de 300
determinagGes de NADH, com erro padrao relativo de aproximadamente 3%. Esta
performance é importante, pois como se sabe, a estabilidade & um grande
problema na area de biossensores e com a enzima alcool desidrogenase n&o &
diferente.

Desta forma, o desenvolvimentc de um biossensor a partir do sistema com
eletrodo de pasta de carbono modificado com a matriz de SNAM j& € um passo

importante no desenvolvimento de um biossensor com alta estabilidade e
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sensibilidade.
IV.5.2. Mecanismo de Atuacéo do Biossensor Desenvolvido

Centenas de enzimas desidrogenases s@o conhecidas por catalisarem
reacoes nas quais NAD* ou NADP® aceita um fon hidreto do mesmo substrato
reduzido, ou NADH ou NADPH doa um ion hidreto para um substrato oxidado. As
enzimas alcool desidrogenase catalisam o primeirc passo do catabolismo do

etanol, oxidando-o a acetaldeido conforme representado na equacéo abaixo:
CHCH,OH + NAD* ¥ CHCHO + NADH + H'

Para o emprego de enzimas desidrogenases em biossensores, 0 uso do
cofator fisiolégico é obrigatério. Contudo, a necessidade de aplicacéo de um
sobrepotencial elevado para promover a oxidagdo do NAD(P)H limita sua
aplicacdo para fins praticos, pois permite reagdes paralelas, provocando
interferéncia no sistema, além do envenenamento da superficie do etetrodo.

Um caminho para solucionar este problema € a utilizagio de mediadores de
elétrons imobilizados sobre a superficie de um eletrodo quimicamente modificado
EQM [21,152]. Uma representagdo dos passos das reagbes para um biossensor
empregando a enzima ADH na presencga do mediador de elétrons é apresentado
no esquema da Figura V.20.

Por este esquemna, nota-se que o cofator atua como um aceptor de elétrons
gerados na reagdo enziméatica e é transformado em sua forma reduzida, o NADH.
O eletrodo modificado serve como um segundo aceptor de elétrons capaz de
regenerar o cofator (NAD") usado na reacéo enzimatica; assim, a magnitude desta

corrente catalitica pode ser empregada como um sinal analitico na
determinacéo de etanol.
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P ;—SNMEdred‘\\ /y NAD ‘“‘w\ //“ CszOH

\ / \ Enzima {

/
K desidrogenase
2 / > SNMed,, _/ \m NADH4/ > CH4CHO

Eletrodo

Figura IV.20. Seqiéncia de reagles para um biossensor amperométrico usando a enzima
dlcool desidrogenase. Neste esquema, a oxidacdo do NADH é facilitada pelo mediador
adsorvido na matrnz de SN.

VI.5.3. Determinacao da Atividade da Enzima ADH

Para o emprego de enzimas em sistemas de detec¢io, uma caracteristica
importante € a sua atividade. Uma unidade de atividade enzimatica e definida
como a quantidade de enzima que catalisa a transformagéc de 1,0 umol de
substrato por minuto, a 25 °C, sob condi¢bes otimas de medidas [112].

Para a determinacdo da atividade da enzima &fcool desidrogenase, foi
usado o método espectrofotométrico gue monitora a variacdo da concentragéo de
NADH, conforme se observa na Figura IV.21. Nesta Figura, nota-se a grande
diferenga de absorgdo em 340 mm, comprimento de onda utilizado neste
experimento, para NAD" e NADH.
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(forma axidada)

I
210

T T T T
240 270 300 330

T
360 380

Comprimento de onda (nm)

Figura IV.21. Espectros de absorgdo do NAD® e do NADH na regiSo do uitravioleta (U V).

Para a determinagéo da atividade da enzima &icool desidrogenase, foram

realizados experimentos para monitorar a velocidade de reagdo em funcio da

concentragao de alcool. Na Figura V.22 s§o mostradas as curvas de absorbancia

em fungdo do tempao para varias concentragées de dlcool, mantendo-se constante

as concentragbes de NAD® e enzima.

Para a determinagdo da atividade da enzima ADH pelo método

espectofotométrico, também é necessario a obtengéo do grafico da Figura IV.23.

Este grafico mostra a curva analitica obtida para o célculo da atividade da enzima

alcool desidrogenase, enquanto a Figura IV.24 mostra a velocidade inicial desta

reacao.
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Figura IV.22. Curvas cinéticas obtidas em fungdo da concentragdo de dicool. Experimento
realizado em tampao fosfato 0,1 mof L?, pH 8 e temperatura de 25 C.
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Figura IV.23. Curva analitica usada para verificar a atividade da enzima ADH.
Experimento em tampdao fosfato 0,1 moi L?, pH 8 o temperatura de 25 <C.
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Figura 1V.24. Curva da velocidade inicial da enzima alcool desidrogenase, Experimento
realizado em tampdo fosfato 0,1 mol L, pH 8 e temperatura de 25 C.

Ja a Figura IV.25 relaciona o duplo reciproco no qual sdo apresentados os

valores da velocidade maxima e Ky obtidos para a enzima em estudo. Desta

curva, é possivel constatar que o valor da atividade da enzima a 25 °C e pH 8 foi

de 345 U/mg de enzima. Este valor & bem proximo dos 356 Ufmg fornecidos pela
Sigma, iembrando que a cubeta continha 2,5 mg de ADH em seus 3 mL de
soiucao. Quanto ao valor da constante de Michaelis-Mentem, Ky, foi de 0.7 mmoi.
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Figura IV.25. Grafico do duplo reciproco ou de Lineweaver-Burk para a enzima dlcoo!
desidrogenase.

IV.5.4. Avaliagdo e Otimizag8o do Biossensor

O desenvolvimento de um biossensor amperométrico requer minucioso
estudo buscando encontrar as melhores condigSes de operagéio. A enzima € um
componente sensivel, podendo variar sua atividade dependendo das condigdes do
meio. Varios fatores s&o importantes, como por exempio a influéncia do pH da
soluggo. As enzimas possuem um pH 6timo de atuagio quando no meio
fisicidgico, entdo € importante verificar como o processo de imobiliza¢ao altera o
comportamento € a atividade deste componente do biossensor.

Varios outros fatores s&o imprescindiveis no processo de otimizagdo de um
sensor como: potencial aplicado, operagdo em ambientes tamponados, adicdo de
aditivos, tempo de vida, etc. A otimizagdo do biossensor leva ao conhecimento
ndo sO das melhores condigdes de operagdo, mas também proporciona maior

compreenséao do funcionamento do sisterna como um todo.
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W.5.4.1. importancia do Mediador na Resposta do Biossensor

Para o desenvolvimento do biossensor a base de enzima alcool
desidrogenase foram realizados inicialmente experimentos que pudessem
comprovar a relevancia da presenc¢a do mediador de elétrons azul de meldola na
matriz de SN, pois a estabilidade do mediador no eletrodo e sua capacidade de
mediar a eletrooxidagio do NADH s&o fatores importantes no desenvolvimento
dos biossensores NADH dependentes.

Estudos preliminares realizados com o sensor EPC/SNAM comprovaram a
eficacia do mediador na eletrooxidacdo do NADH com alta estabilidade [151].
Neste sensor, o azul de meldola adsorvido na matriz de SN promove a oxidacéo
eletrocatalitica do NADH com potencial aplicado de 0,0 mV vs ECS, obtendo-se
alta sensibilidade.

Na resposta do biossensor a importancia do mediador & evidente, através
da curva da Figura IV.26(C), na qual encontra-se presente na pasta de carbono
ADH/NAD'/SNAM percebe-se a excelente performance do biossensor,
respondendo linearmente a variagdo da concentracdo de etanol,

Na auséncia do mediador, Figura IV.26{A) ADH/NAD" e Figura IV.26(B),
ADH/NAD'/SN, praticamente nenhuma corrente catalitica foi observada na
determinagéio de alcool etilico. Dai a importancia da matriz de silica nidbic que
adsorve de maneira eficiente o mediador, impedindo sua lixiviacio e aumentando
& estabilidade do sistema, além de originar um 6timo ambiente para a
eletrooxidagao de NADH.
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Aj A o’

T v T T T T T T
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Figura IV.26. Efeito da composicdo da pasta na resposta do biossensor para etanol.
Eletrodo de pasta de carbonio modificado com ADH/NAD® (A), ADH/NAD'/SN (B) e
ADH/NAD'/SNAM (C). Experimento realizado em tampé&o fosfato 0,1 moi L', pH 7,8 e
potencial aplicado de 0,0 mV vs ECS.

IV.5.4.2. Estudo da Influéncia dos Aditivos na Resposta do Biossensor

Quando uma enzima é imobilizada em um suporte solido contendo na
superficie grupos funcionais com grande atividade guimica, estes grupos podem
induzir @ mudangas conformacionais na enzima, o que pode levar a perda de
atividade enzimatica. Por outro lado, imobilizagbes fracas tornam o biossensor
altamente instavel limitando sua aplicagéo.

Em geral, estes problemas sdo contornados através do desenvolvimento e
aprimoramento dos métodos de imobilizagdo de enzimas ou através do uso de
estabilizadores, que incluem polimeros positivamente carregados ou carboidratos
neutros [153].

Eletrodos a base de pasta de carbono oferecem boa estabilidade, baixo
ruido, baixa corrente de fundo e baixo custo. Um outre ponto importante & a
possibilidade da modificag&o do interior do eletrodo visando criar um ambiente
compativel entre a enzima, a matriz condutora e outros aditivos, o que resulta num
aumento de estabilidade e sensibilidade do biossensor [153,154].
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Com tais possibilidades de variagéo e incorporagao de reagentes no interior
da matriz de carbono, sugere-se o emprego de aditivos, tais como: polimeros
[155], proteinas [156] e DNA [157]. Albumina de soro bovino (BSA) € usada
juntamente com enzimas para formar um ambiente mais proximo do ambiente
natural {158]. Esse reagente tem sido utilizado quando a enzima é imobilizada
através do método de ligacdo covalente cruzada com glutaraideido.

Desta forma, foram realizados experimentos para verificar a eficacia do
método de imobilizagcdo da enzima, seja por adsorgdo fisica ou por ligagdo
cruzada com glutaraldeido/BSA. Na Figura IV.27({A), verifica-se que com a
imobilizagdo da enzima por ligagdo cruzada empregando-se glutaraideido/BSA
obteve-se melhor sensibilidade e maior faixa de resposta linear do que para o
método de adsor¢ao fisica, Figura (V.27(B).

O aumento na sensibilidade do biossensor também esta associado ao
aumento na hidrofilicidade da superficie do eletrodo com a adicdo do BSA,

levando a um aumento na velocidade de transferéncia de elétrons [37].

Aj lpA cm’

v T T T

00 05 0 15 2,0 2,5
[etanol] /mmol L™
Figura IV.27. Curvas analiticas para etanol obtidas com o biossensor usande a enzima
ADH imobilizada por adsorgdo fisica (A) e imobilizagdo por ligagdo cruzada com
glutaraldeido/BSA (B). Experimento realizado em solugéo tampdo fosfato 0,1 moi L e pH
7.8
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IV.5.4.3. Influéncia da Concentragdo do Aditivo

Foram realizados também experimentos para verificar a influéncia da
quantidade dos aditivos Glutaraldeido/BSA na resposta do biossensor a base de
pasta de carbono (Figura IV.28). Neste experimento, variou-se a concentragio de
ambos os reagentes e a melhor resposta foi obtida com 2,5 % (m/m) de BSA e 5
uL de solugdo 5 % de glutaraldeido. Nestas concentracdes, o biossensor também

foi mais estavel que em outras concentragdes ou na auséncia destes aditivos.

175
1,50 1 !

1,25+ j N

A IpA em”

1004

HEH

0,75 -

0,50

1 T T M T

o 5 10 15 20
% BSA incorporado {(m/m}

Figura IV.28. Resposta do biossensor em fungdo da porcentagem em massa de BSA
incorporado dentro da pasta de carbono. Expenmento realizado em tampéo fosfato 0,1
mol L' pH 7,8 e potencial aplicado de 6 mVe 5 L de solucde 5 % de glutaraldeido com
{etanol} de 5 10 moi L7

IV.5.4.4. Comportamento da Enzima no Biossensor Proposto

Qutro ponto importante no desenvolvimento de um biossensor é ©
conhecimento da melhor quantidade de enzima a ser utilizada, uma vez que alta
quantidade deste reagente pode causar limitagGes difusionais, diminuindo a
resposta, além do custo elevado da enzima purificada.
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Portanto, € importante conhecer como a variacio da concentracdo da
enzima no interior da pasta de carbono pode influenciar a resposta do biossensor.
Para tanto, foram elaboradas pastas com diferentes quantidades de ADH numa
faixa de 1 a 23 U de enzima por mg de pasta, enquanto a quantidade dos outros
componentes foi mantida constante. Neste estudo observa-se gue houve um
aumento da sensibilidade até 89 U mg", enguanto para maiores quantidades de
ADH nenhum aumento foi verificado (Figura IV.29). Portanto, optou-se por utilizar
8,9 U mg' de enzima na construcao do biossensor para etanol.
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15- /
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0,5 - e

SensibilidadepA cm*mmeol [

0,0

—

0 ' 5 10 15 20 25
[ADH] /U mg”
Figura IV.29. Efeito da quantidade de ADH na resposta do biossensor para etanol.

Expenimento realizado em tampao fosfato 0,1 mof L™, pH 7,8 e potencial aplicado de 0 mV
vs ECS.

IV.5.4.5. Influéncia do Cofator NAD* no Desempenho do Biossensor

Varios experimentos foram realizados previamente para verificar o
comportamento da eletrooxidacéo do NADH utilizando o sensor EPC/SNAM, antes
de partirmos para o desenvolvimento do biossensor. Neste estudo, verificou-se
uma Otima capacidade do sensor em promover a eletrocatilise do NADH,
methorando a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo e diminuindo o
sobrepotencial exigido na oxidacdo do NADH [151].
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Caomo se sabe, o cofator desempenha importante papel no mecanismo de
atuacao das enzimas desidrogenases. Na otimizag&o do biossensor & importante
saber se o cofator atua methor quando incorporado na pasta ou livre em solucao.
Quando o cofator € incorporado junto & pasta de carbono (Figura IV.30(A)), a
inclinag&o da curva de calibracdo para etanal (sensibilidade) € cerca de 4 vezes
maior do que aquela observada usando NAD” livre em solucdo (Figura {V.30(B)).
Este comportamento mostra que o NADH, mesmo imobilizado, ainda apresenta
mobilidade quando incorporado na pasta de carbono, podendo rapidamente
difundir através da pasta de carbono até a camada de difusdo para reagir com a
ADH e etanol.

Por outro lado, a cinética de difusdo do NAD* em solucdo compromete a
sensibilidade quando comparada a0 NAD* imobilizado na pasta, além do que o
NADH formado durante a reagdo enzimatica e monitorado pelo eletrodo deve ser
mais facilmente reoxidado quando esté imobilizado na pasta do que quando em
solug&o. Também se observa que com o NAD" incorporado, obtém-se maior faixa
linear de resposta.

Aj luA cm?

T T T T T y
0.0 0.5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
[etanol] /mmot L™

Figura IV.30. Curvas analiticas obtidas empregando o NAD" incorporado na pasta (A) e
livre em solugéo (B). Experimento realizado em tampéo fosfato 0,1 mof L™, pH 7.8 e
potencial aplicado de 0,0 mV vs ECS
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Foi realizado também experimento para verificar qual a meihor quantidade
de cofator que deveria ser utilizada na elaboragéo do biossensor. O gréfico da
sensibilidade do biossensor para dlcool em func@o da porcentagem de NAD'
incorporada na pasta de carbono é apresentado na Figura IV.31.

Verifica-se que a resposta do biossensor aumenta em funcdo da
porcentagem de NAD" até 5% (m/m); para porcentagens maiores, a sensibilidade
diminui até se estabilizar, em decorréncia de problemas de lixiviacdo e da
consisténcia da propria pasta que & alterada com o aumento de NAD*
incorporado. Baseando-se nestes resultados, foi empregado 5 % de NAD'

incorporado na pasta de carbono para o desenvolvimento do biossensor para
etanol,
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Figura IV.31. Sensibilidade do biossensorem fungdo da porcentagem em massa de NAD*
incorporada na pasta de carbono. Experimento realizado em tampdo fosfato 0,1 mol L,
pH 7.8 e potencial aplicado de 0 mV vs ECS

IV.5.4.6. Influéncia da Solucdo Tampéo na Performance do Biossensor

Em grande parte dos artigos disponiveis na literatura, encontra-se o uso de

solugdo tampdo fosfato ou tris quando empregam biossensores enziméaticos com
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ADH, mas nao justificam de maneira clara sua escolha; provaveimente, a
interac&o da enzima com a solugéo tampéo é particular a cada caso. Q biossensor
em desenvolvimento foi submetido a diferentes solugdes tampéo para avaliar qual
o efeito sobre a resposta do biossensor.

A Tabela IV.10 mostra as respostas obtidas na determinacdo de etano!
usando diferentes soluges tampdes e o melhor resultado foi obtido em tampéo
fosfato 0,1 mol L. Este comportamento € atribuido & interagdo entre os ions
fostato e o sitio ativo da enzima efou a melhor facilidade dos fons fosfato de
difundirem através da superficie do eletrodo de pasta de carbono, em comparacio
com os anions dos outros tampdes investigados. Outra explicacdo baseia-se na
formag&o de um complexo entre o NADH e o fosfato, como um aduto, tornando a
oxidacéo do NADH mais facil [147].

A influéncia da concentragdo da solugdo tampado na catdlise enzimatica
tambem foi estudada, mostrando que em concentragées acima de 0,1 mol L™ nao
se observa nenhuma alteragdo significativa no processo. Abaixo deste vaior,
comega haver um comprometimento da transferéncia de elétrons do sistemna,
podendo ser atribuida a caréncia de transportadores de carga para manter a
eletroneutralidade do eletrodo.

Tabela IV.10. Efeito da solugdo tampdo sobre a resposta do biossensor, aplicando
potencial de 0,0 mV vs ECS. Solug&o tampéo 0,1 moi L', pH 7,8 com 5 10 mol L de
etanol.

Tampéo Aj ( pA cm?)
Fosfato 1,70 £ 0,04
Hepes 0,83+0,06

Pipes 0,77 £ 0,06
Tris 1,39 + 0,05
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iV.5.4.7. Influéncia do pH na Resposta do Biossensor

O biossensor passou também pela avaliagdo da influéncia do pH da
solugdo, pois as enzimas apresentam resposta o6tima em determinados vaiores de
pH. Quando se faz a imobilizacdo da enzima, estes valores podem ser
ligeiramente alterados, principalmente porque as cargas dos grupos amino e
carboxilico das enzimas variam com o pH, além de poderem interagir com os
grupos existentes na superficie do eletrodo utilizado. Portanto, a capacidade
catalitica das enzimas depende do pH e da presenca de ions, pois a carga afeta a
conformacéo da enzima e sua interacao eletrostatica com o substrato,

A realizagio do experimento para verificar o efeito do pH da solugéo no
desempenho do biossensor revelou que a resposta do biossensor alcanga um
maximo em pH 7,5 e mantém-se constante até pH 8,0 (Tabeia IV.11). Este
intervalo 6timo de pH é um pouco abaixo do observado para a enzima livie em
solugéo pH 8,8, o que & explicado pelo efeito da matriz (pasta) sobre a estrutura
da enzima.

Tabela IV.11. Dependéncia da resposta do biossensor para alcool em fungéo do pH da
solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™, aplicando um potencial de 0 mV vs ECS com 5 107
mol L de etanol,

pH Aj (A cm?)
6,0 0,21 +0,05
6,5 0,46 + 0,05
70 0,87 +0,04
7.5 1,70 £ 0,04
80 1,70+ 0,04
85 1,49+ 0,05
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IV.5.4.8. Efeito do Potencial Aplicado na Resposta do Biossensor

O potencial aplicado tem grande influéncia na resposta dos biossensores
amperometricos a base de enzima desidrogenase. Isto se deve a dificuldade na
eletrooxidacéo do NADH. Por isso, este estudo foi realizado dentro de uma ampla
faixa de potencial aplicado, conforme pode ser observado na Figura IV.32. Neste
experimento, observa-se que a resposta do biossensor para etanol inicia-se num
potencial de -250 mV vs ECS e alcanga um méximo de resposta a —50 mV vs
ECS, mantendo este patamar até 100 mV vs ECS.

Estes resultados s¢ foram possiveis gracas & presenca do mediador AM
adsorvido na matriz de silica-nidbio. O potencial médio deste mediador adsorvido
na matriz de SN foi de —50 mV vs ECS, possibilitando efetuar = eletrooxida¢do do
NADH em potencial de 0,0 mV vs ECS, quando utilizou-se o sensor EPC/SNAM.
Uma vez produzido o biossensor as caracteristicas favoraveis a eletrooxidagdo do
NADH foram mantidas, beneficiando sua aplicagdo em amostras reais.

Deste modo 0,0 mV vs ECS foi escolhide como o potencial 6timo de
trabalho. Neste potencial, ¢ biossensor responde muito bem & presenca de etanoi
além da célula eletroquimica ser operada num baixo poder de oxidacdo ou
redugdo de outras espécies presentes. Na verdade, este biossensor € menos
vulneravel a interferéncia de varios compostos comumente presentes em
amostras reais. Também foi observado que neste potencial ocorre baixo nivel de
ruido e baixa corrente de fundo.
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Figura IV.32. Influéncia do potencial aplicado sobre a resposta do biossensor para alcool.
Expernimento realizado em solugéo tampéo fosfato, pH 7,8, com 5 107 mol L™ de etanol.

IV.5.4.8. Tempo de Resposta do Biossensor

A resposta para este biossensor foi rapida, alcancando um méaximo em
cerca de 0,6 s, como verificado na Figura IV.33. Este tempo de resposta € muito
curto considerando que o eletrodo utilizado ¢ feito a base de pasta de carbono,
onde a difus&o das espécies deve ser mais dificultada.

Sabe-se que uma condigdo para o biossensor responder é que haja difuséo
da solugfo através da pasta, sendo que esta etapa influi no tempo de resposta.
Provavelmente, o procedimento usado para construir 0 biossensor a base de
pasta de carbono resultou num sistema bem empacotado, tornando dificii a
soluggo difundir profundamente através da pasta, e isso pode levar & uma

resposta mais rapida, pois somente os sitios superficiais devem contribuir para a
resposta [159].
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Figura IV.33. Tempo de resposita obtido com o biossensor para etanol com potencial
aplicado de 0,0 mV vs ECS, em solucdo tampéo fosfato 0,1moiL"epHT7.8.

IV.5.4.10. Curva Analitica para Etanol Usando o Biossensor Desenvolvido

Apos a etapa de otimizacdo, partiu-se para o emprego do biossensor
desenvolvido na construgdo da curva analitica para etanol, ou seja, variagao da
corrente em funcéo da concentragao de alcool etilico presente em solugédo.

A curva da Figura V.34 apresenta uma boa linearidade de resposta de 0,1
a 10 mmol L para etanol em tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,8. Esta curva
analitica foi ajustada pela equag3o: j = - 0,06(20,02) + 2,28(+0,03)[alcool] com um
coeficiente de 0,9996 para n=21, onde a densidade de corrente j € dada em pA
cm? e a concentragao de alcool em mmol L.

O desvio de linearidade observado para concentragoes de aicool acima de
0,01 mol L™ foi atribuido & saturacao dos sitios ativos da enzima imobilizada sobre
a matriz de pasta de carbono modificada com silica-nidbio adsorvida com Azul de
Meldola. O limite de detecgéo calculado como sendo trés vezes o ruido do branco,
foi de 8 10° mol L. Este biossensor apresenta excelente repetibilidade, pois
quando o mesmo biossensor foi usado na construgdo de 8 curvas analiticas
completas, apresentou um desvio padréo relativo menor que 2,1 %.
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Figura IV.34. Curva de calibragdo obtida com o biossensor para &lcool etilico com
adicbes sucessivas de 0,55 mmol L. O experimento foi realizado aplicando um potencial
de 0,0 mV vs ECS em tampdéo fosfato 0,1 mol L' pH 7,8

O valor da constante de Michaelis-Mentem aparente ,Kmap, calculado para a
enzima imobilizada foi de 10 mmol. Este valor é mais alto que para o sistema em
solugdo 0,7 mmol. O aumento do Kuap € devido ao processo de imobilizacao da
enzima e do cofator NAD®. Isto n&o significa necessariamente gue ocorTeu
diminuicdo da afinidade da enzima pelio substrato, pois tanto a cinética da catélise
enzimatica na superficie do eletrodo como a difus&o do substrato sdo fatores que
influenciam o valor do Kuap € também porque se trata de uma aproximac&o de um

sistema em que a enzima esta livre em solucdo e outro onde ela se encontra
imobilizada.

W.5.4.11. Estabilidade e Tempo de Vida do Biossensor

Este biossensor apresentou otima estabilidade operacional, verificada
quando utilizado em analises repetidas com intervalo de 10 minutos sobre longo
periodo de utilizagdo. Na Figura IV.35 verifica-se que aproximadamente 95 % da
resposta inicial foi mantida apos 300 determinagdes.



IV. Resultados e Discussédo

1.8

1.7 8g Ry a-n-RE-0E-REgpuggy —hmg g g
E 161
<
T 154

1,4+

1.3y T T T T T T ™ T T T T T

0 50 100 150 200 250 300

numero de determinagdes

Figura IV.35. Estabilidade operacional do biossensor. Concentragdo de etfanol de 5,0 x
10 mol L, potencial aplicado de 0,0 mV vs ECS em tamp&o fosfato 0,1 moi L pH 7.8.

Para verificar o tempo de vida do biossensor, procedeu-se a realizagéo de
medidas diarias usando sempre o mesmo biossensor. Através da Figura IV.36(A),
nota-se uma consideravel estabilidade até o vigésimo quinto dia; apds este
periodo, a resposta do biossensor comega a apresentar uma reducao diaria. Cabe
ressaltar que mesmo com uma diminui¢do na resposta apos o vigésimo quinto dia,
0 biossensor apresenta sensibilidade suficiente para ser utilizado.

Uma condigéo para que o biossensor mantivesse sua resposta foi estoca-lo
em solugdo tampédo fosfato 0,1 mol L' pH 7.8 em geladeira, 2 4 °C (Figura
IV.36(A)). Quando o biossensor foi estocado a seco em geladeira este
desempenho diminuiu cerca de 35 % (Figura IV.36(B)).

Comparadc a outros biossensores propostos na literatura [16,160], a
estabilidade do biossensor desenvolvido € muito boa, com diminuicio da atividade
enzimatica € muito pequena ap6s varios dias de uso. Este resultado comprova
que a utilizagdo da matriz de SN tem papel fundamental no sistema, pois sua
capacidade adsortiva promove uma étima imobilizagdo do mediador Azul de
Meldola e suas caracteristicas contribuem para a estabilizac3o total do sistema.
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Figura IV.36. Curva referente ao tempo de vida do biossensor estocado em geladeira a
4 T, (A) em solucdo tampédo fosfato 0,1 mol L' pH 7,8 e (B) estocado a seco.
Experimento realizado em tampéo fosfato 0,1 mol L' pH 7.8, potencial aplicado de 0 mV
vs SCE e concentracdo alcodlica de 5 107 mol L'

IV.5.4.12. ConsideragOes Finais da Otimiza¢do do Biossensor

A faixa linear de resposta, o limite de detecgdo e especialmente a
estabilidade apresentados por este biossensor sdo superiores aos biossensores
amperomeétricos para etanol descritos na literatura [16,115,117-120,161,162]. Vale
ressaltar que o emprego do cofator NAD® e de todos os outros reagentes
adicionados diretamente na pasta de carbono € uma grande vantagem, facilitando
sua aplicagdo, tanto pela simplicidade quanto pela economia nos custos e
contribuindo para uma quimica “limpa”.

Para melhor visualizagdo dos par&metros analiticos e condigbes de
operacéo do biossensor desenvolvido, construiu-se a Tabela IV.12. Houve um
desiocamento no pH 6timo da enzima, pois, segundo ¢ fornecedor, o pH 6timo de
atuac&o da enzima € de 8,8 enguanto os estudos apresentaram uma faixa otima
entre 7,5 e 8,0. O deslocamento observado se deve ao efeito da matriz.
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Outro ponto importante € a estabilidade do biossensor, pois o mesmo
eletrodo pode ser reutilizado sem perda de resposta, por pelo menos 300
determinacGes ou por mais de 80 dias, bastando estoca-lo na geladeira. Ainda
podemos ressaltar a grande faixa de resposta linear, o que amplia sua aplicacio
em situagdes reais.

Tabela V.12 Condicbes finais da ofimizagdo do biossensor para alcool e alguns
parametros analiticos

Parametros Condigdes otimizadas
pH 7,8
Potencial aplicado (mV) 0,0
Solucéo tampao Fosfato 0,1 moi L™
Faixa de resposta linear 0,1 a 9 mmol L™
Sensibilidade 2,28 uA cm@? mmol™ L
Limite de detecgéio 8 10°mol L’
Estabilidade até 300 analises ou 80 dias
Kivtap 10 mmol

IV.5.5. Aplicacdo do Biossensor em Analises de Bebidas Alcodlicas

A determinacéo da concentragdo de etanol em diferentes tipos de
bebidas & muito importante na industria, por varias razbes. Primeiro, devido &
prépria necessidade de se conhecer a concentracao alcodlica dentro do processo
de controle de qualidade. Segundo devido 3 caréncia de métodos seguros e
rapidos para a determinacio de alcool em testes que possam comprovar a
adulteragao do produto ou seu padrao de qualidade.

A utilizagdo de métodos cromatograficos e de destilagdo ndo sdo os mais
convenientes para esta tarefa, sendo o desenvolvimento de biossensores
amperométricos uma 6tima alternativa,

As boas caracteristicas apresentadas pelo biossensor sugerem sua
aplicagédo para a determinagdo da concentracao de etanol em amostras reais.
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Desta forma, a capacidade do biossensor na determinag&o de alcool foi testada
aplicando-o na determinag#o da concentracio de etanol em diferentes bebidas:
cerveja, uisque, vinho tinto, tequila e destilade de cana de agucar. A Tabela IV.13
sumariza as concentragGes encontradas para as diferentes bebidas utilizando o
biossensor proposto.

Todos os resultados estdo muito proximos dos valores fornecidos pelos
fabricantes. E importante mencionar também que 0 biossensor desenvolvido
apresentou excelente repetibilidade com desvio padrido médio relativo (r.ds.) de
1,3 % paran = 10.

Tabela IV.13. Determinacéio da concentragdo de etanol em amostra de bebidas, usando o

biossensor proposto.
Bebida Cancentragdo nominal (%, m/v) Eletrodo modificado®
% de etanol (m/v)
Vinho tinto 11,0 11,2+0,.3
Cerveja 47 47 +0,3
Uisgue 40,0 388+04
Tequila 39,0 385+04
Destilada 38,0 385+04

® As medidas foram realizadas em triplicata
Vi.5.5.1. Testes de Recuperagsdo

Na Tabela V.14 encontram-se os valores de recuperagdo para 0O
biossensor aplicado em diferentes bebidas. Por estes testes pode-se concluir que

a matriz da amostra ndo interfere significativamente na resposta do biossensor,
evidenciando alta seletividade para com o analito.
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Tabela IV.14. Porcentagem de recuperacac em diferentes amostras obtida com o

biossensor
Bebida Adicionado (mM) | Recuperado (mM) | Recuperacac® (%)
Vinho Tinto 5,00 486 10,2 972+3
Cerveja 5,00 478+0,2 956+ 3
Uisque 5,00 494 +0,1 98,7 +2
Tequila 5,00 4,96 + 01 99,1 + 2
Destilada 5,00 492+01 983x2

* As medidas foram realizadas em triplicata

Com estas caracteristicas, 0 biossensor desenvolvido evidencia-se como
uma boa alternativa para a determinacéo de etanol em bebidas, levando-se em
conta que nac € necessdria a adicdo de nenhum reagente durante as analises.
Isto torna muito mais simpies e rapida a determinacao da concentragao alcodlica
destas bebidas, o que é de interesse dos fabricantes e dos 6rgéos de controie.
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V. CONCLUSOES GERAIS

i} Conciusdes sobre as Propriedades Eletroquimicas dos Sensores
Desenvolvidos

Na primeira etapa do projeto, verificou-se que a silica gel modificada com
oxido de niobio apresenta-se como uma matriz eficaz para o desenvolvimento de
sensores a base de pasta de carbono. A modificagéo da superficie da silica gel se
deu de forma efetiva, pois a matriz de SN tornou-se um eficiente suporte para a
adsorcao dos mediadores de elétrons, proporcionado grande estabilidade aos
sensores contendo os mediadores de elétrons AM, AN e AT,

Apés a adsorgdo na matriz de SN, os mediadores utilizados apresentaram
algumas mudangas em suas propriedades eletroquimicas, quando comparadas
com ¢ comportamento eletroquimico livre em solugao.

O deslocamento do potencial formal para valor mais positivo, a minimizacao
do efeito do pH da solugéo sobre o potencial formal e a separagdo de picos sdo
importantes caracteristicas observadas nos eletrodos modificados. Associada a
estas novas propriedades, a alta estabilidade e o baixo potencial do par redox
para os mediadores imobilizados fazem destes eletrodos excelentes dispositivos

para promoverem a eletrooxidag@o do NADH em potenciais baixos.

i) Conclusdes sobre os estudos eletrocataliticos e cinéticos envolvendo o
cofator NADH

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH empregando os sensores
desenvolvidos comprovaram a grande eficiéncia dos mediadores AM, AN e AT em
mediar a transferéncia de elétrons envolvendo a moiécuta de NADH. A pasta de
carbono juntamente com a matriz de SN constituem-se em excelentss ambientes
para a elaboragéo de sensores capazes de promover a detecgdo de NADH, com
étima sensibilidade e estabilidade, mesmo quando empregando sistemas mais
“agressivos” como o eletrodo de disco rotatorio, usado nos estudos cinéticos.
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A partir dos sensores desenvolvidos, foi possivel operar a célula
eletroquimica durante a eletrooxidagdo do NADH, aplicando potencial de 0,0 mV
vs ECS para os sensores EPC/SNAM e EPC/SNAT, o que amplia bastante a
possibilidade de uso destes sensores em amostras complexas, pois, nestes
potenciais o sensor torma-se muito menos sensivel & possiveis interferentes.

A avaliagdo dos parametros analiticos destes sensores mostrou que séo
dtimos dispositivos para a determinagio de NADH, com ampla faixa de resposta
linear, como por exemplo 1,0 10° a 7,5 10 obtida para o0 EPC/SNAM. Merece
destaque a alta estabilidade destes sensores, pois ndo foi observada gualquer
diminuicdo da corrente mesmo apds varias horas de uso. Com estes mesmos
sensores, € possivel realizar mais de 300 determinagdes, com desvio padréo
relativo inferior a 3 %.

Desta forma, os sensores desenvolvidos comprovam que a utilizagdo de
mediadores de elétrons do tipo fenoxazinas e fenotiazinas, adsorvidos numa
matriz adequada como a silica gel modificada com 6xido de nidbio, apresenta-se
como sistemas eficazes na determinacdo de NADH, com &timas perspectivas de
desenvolvimento de biossensores NADH dependentes.

Os estudos cinéticos indicaram a formagdc de um complexo de
transferéncia de carga, CT-complexo, entre 0 mediador e o NADH, constatado
pela grande correlagéio do ko com a concentragéio de NADH na solugéo.

A cobertura da superficie do eletrodo com os mediadores adsorvidos, T,
apresentou valores muito proximos para toda faixa de pH estudada, enquanto
observa-se uma variagdo na velocidade de reacdo, pois kes aumenta com a
diminuigdo da concentragio de H'. Este comportamento evidencia que a
quantidade de grupos mediadores imobilizados na superficie de SN &
suficientemente afta, ndo afetando a velocidade da reagao.

O numero de elétrons transferidos no sistema confirma a previsao da
transferéncia de dois elétrons quando fenoxazinas sdo usadas como mediadores
de elétrons.

O kobs,napHi0 @umenta com o aumento do pH na solugdo. Possivelmente

este comportamento € devido ao aumento da diferenga de potencial eletroquimico
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do par redox NAD"/NADH e do mediador adsorvido na matriz de SN. Isto pode ser
afirmado, pois em estudos anteriores foi abservado que o potencial formal do AM
& AN adsorvido na matriz de SN praticamente ndo s&o afetados nesta faixa de pH.

Quanto aos valores de Ky™, estes s&o menores quando comparados a
sistemas similares. Estes valores sugerem grande afinidade do mediador na
eletrooxidagéo do NADH.

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH comprovaram a grande
eficiéncia dos corantes organicos AM, AN e AT em mediar a transferéncia de
elétrons envolvendo a moiecula de NADH. A pasta de carbono juntamente com a
matriz de SN formam um étimo sistema para o desenvolvimento de sensores para
NADH.

iii) Conclusbes sobre o biossensor para alcool

O dispositivo demonstrou que ¢é possivel o desenvolvimento de
biossensores NADH dependente com excelente sensibilidade e estabilidade.

Inicialmente a combinagéo do eletrodo de pasta de carbono modificado com
a matriz de SNAM gerou o sensor EPC/SNAM, com elevada capacidade de
promover & oxidacgdo eletrocatalitica do NADH em baixo potencial, superando
assim um grande obstéculo, pois o NADH exige eievado potencial de oxidacao,
inviabilizando sua aplicagéo analitica. Esta capacidade apresentada por este
sensor foi mantida no biossensor empregando a enzima &lcool desidrogenase, o
qual opera com excelente sensibilidade para etanol, aplicando potencial de 0,0 mV
vs ECS.

Outra importante caracteristica deste biossensor & o fato de todos os
reagentes, incluindo o cofator NAD", serem adicionados diretamente na pasta de
carbono, tornando o biossensor apto a determinar a concentragéo de &lcool sem
prévia preparagdo da amostra. Isto é uma grande vantagem, pois facilita sua
aplicacao tanto pela simplicidade quanto pela economia nos custos e contribuicgio
para uma quimica “limpa”.
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Os paré@metros analiticos alcangados com este biossensor sio
significativamente melhores quando comparados a outros sensores para alcool
etilico. A sensibilidade (2,28 pA cm? mmol L™), o amplo intervalo de resposta
linear (0,1 a 9 mmol L"), o tempo de resposta (0,6 s), associados ao potencial
aplicado de 0 mV vs ECS o credencia como um promissor dispositivo para
determinacio de alcoot etilico.

A estabilidade do biossensor também & 6tima, podendo-se realizar vérias
medidas, pelo menos 300 determinagdes, utilizando-0 por mais de 80 dias,
bastando estoca-lo em geladeira.

O biossensor quando empregado na determinagdo da concentragdo de
alcool em diferentes bebidas alcodlicas demonstrou excelente performance. Em
todos os testes, cerveja, vinho tinto, uisque, tequila e bebidas destiladas, os
resultados ficaram bem proximos dos valores nominais.

O biossensor também foi avaliado frente aos testes de recuperacao,
apresentando excelentes resultados. Para todas as bebidas avaliadas, os indices
de recuperacao ficaram proximos de 100 % com desvio inferior a 3 %, mostrando
que a matriz da amostra n&o interfere significativamente na resposta do
biossensor. Este comportamento evidencia a alta selstividade do biossensor para
etanol.

Como visto, o biossensor proposto além de comprovar que a estratégia
elaborada para a construgdo de biossensores a base de enzimas NADH
dependentes foi correta e bem sucedida, resultou num otimo dispositivo para
determinagcao da concentrag@o de alcool etilico em diferentes matrizes e com
excelente estabilidade.
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