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RESUMO

Titulo: Estudo do comportamento eletroquimico de flavinas e PQQ imobilizadas
sobre silica gel modificada com oxido de zirconio

Autora: Miyuki Yamashita
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota.
Neste trabalho & apresentado o comportamento eletrogquimico das flavinas e

guinonas imobilizadas sobre a silica gel modificada com éxido de zircénio (Si:Zr), utilizando
eletrodos de pasta de carbono. Foram estudadas a riboflavina (RF), flavina mononucleotideo
(FMN), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e pirroloquinciina quinona (PQQ). O potencial
formal (E°") para as flavinas imobilizadas foi cerca de -460 mV vs. SCE, em solucdo tampao
fosfato pH 7. que e prdximo aos valores obtidos para estas espécies em solugdo. Além
disso. os valores de £°” foram dependentes do pH, com excegdo apenas para RF, entre pH 4
e 5 As diferengcas observadas no comportamento eletroquimico e nos espectros de
absorgao na regido do UV-visivel entre as flavinas imobilizadas foram discutidas em termos
dos diferentes tipos de interagdes entre as flavinas e a matriz Si:Zr. A PQQ imobilizada sobre
Si:Zr apresentou dois picos de oxidaca@o e apenas um de reduc¢do, os quais foram atribuidos
a duas formas de interacao entre a PQQ e a matriz. No intervaio de pH entre 3 e 7. verificou-
se que o primeiro pico de oxidagao (E..,) € dependente do pH da solugao, variando de 100 a
-175 mV, enquanto o segundo pico de oxidagao (E..;) se manteve praticamente constante
em aproximadamente 100 mV. O eletrodo Si:Zr:PQQ apresentou propriedade eletrocatalitica
para oxidagdo de NADH em 150 mV, o qual foi menor que o necessario para a
eletrooxidagao direta do NADH (400 mV), sobre eletrodos ndo modificados. Foi avaliada
ainda a influéncia de ions Ca®* na resposta do eletrodo. A adigao de ions Ca?* ocasionou o
aumento na constante de transferéncia de elétrons entre a PQQ e o eletrodo. Porém,
nenhum aumento na capacidade eletrocatalitica para a oxidagdo de NADH, devido & adicao
de ions Ca”, foi observado. A curva analitica obtida para NADH na presenga de Ca®* foi
ajustada no intervalo de resposta entre 3x10° e 40x10° mmol L' de NADH (n=12), pela
equagao Aj . = 0.0247(+0.014) + 42.2(=1.5{NADH] - 284(£36)[NADH]’ com coeficiente de

correlagdo de r=0,999. Na auséncia de Ca** o eletrodo apresentou uma maior sensibilidade
cuja equagac e dada por Aj=-0.07491(£0.0153) +102.9(=3.09)[NADH] - 2142(£133)[NADH]
com r=0.999 no intervalo de 3 x10° a 20 x10®° mmol L' de NADH (n=4). O tempo de

resposta do eletrodo modificade foi menor que 0,5 s, com tempo de vida util de 1 dia.

aumentando para 10 dias quando armazenado em solugdo contendo ions Ca*".
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ABSTRACT

Title: Study of the electrochemical behavior of flavins and PQQ immobilized on

a silica gel modified with zirconium oxide
Author: Miyuki Yamashita
Adviser: Prof. Dr. Lauro Tatsuc Kubota

The electrochemical behavior of flavins and quinone immobilized on a silica ge;
modified with zirconium oxide (Si.Zr), using carbon paste electrodes, was studied. Riboflavin
(RF), flavin mononuclectide (FMN), flavin adenine dinuclectideo (FAD) and pyrrologuinoline
gquinone (PQQ) were investigated. The formal potential (E°") for the immobilized flavins was
found to be -460 mV vs. SCE, in a phosphate buffer solution at pH 7, this being close to their
values obtained in soluticn. Furthermore, their £°° values were pH dependent, with the
exception of RF, between 4 and 5. The differences observed in the electrochemical behavior
and UV-visible absorption spectra of the immaobilized flavins were discussed in terms of the
different kinds of interaction between the flavins and the Si:Zr matrix. The Si:Zr:PQQ-modified
electrode exhibited two oxidation peaks and only one reduction peak, which were attributed to
two different forms of interaction between PQQ and Si:Zr. In the pH range between 3 and 7,
it was verified that the first oxidation peak (E;.1) is dependent on the solution pH ranged from
100 to -175 mV. In contrast, the second oxidation peak (E,.2) remains practically constant at
approximately 100 mV. The Si:Zr:PQQ electrode showed the electrocatalysis for the NADH
oxidation at 150 mV, which is lower than that observed for direct electroxidation of NADH
(400 mV), with unmodified electrodes. The influence of Ca®" ions on the electrode response
was further evaluated. The addition of Ca®" ions caused an increase in the electron transfer
constant between PQQ and the electrode, and no increase in NADH electrocatalysis due to
the addition of Ca® ions was observed. The analytic curve obtained for NADH in the
presence of Ca”” was adjusted in interval between 3x10° and 40x10° mmol L' of NADH
(n=12), for the equationdy, .- = 0.0247=0.014)+422=15)[NADH] - 284 £36)[NADH] with correlation
coefficient of r=0,989. In the absence of Ca®* the electrode presented a larger sensibility
whose equation is given for Aj=-0.07491(20.0153) + 102.9(x3.09)[NADH] - 2142(+133)[NADH]"
with r=0,999 in the interval of 3 x10° to 20 x10® mmol L of NADH (n=4). The response time
for the electrode was lower than 0.5 s, with 1 day of useful lifetime, increasing to 10 days

when stored in solution containing Ca** ions.
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PREFACIO

O Laboratério de Eletroguimica e Eletroanalitica para o Desenvolvimento de
Sensores (LEEDS), onde foi desenvolvida esta tese, tem em uma de suas linhas de
pesquisa o uso de silica gel quimicamente modificada com éxidos metalicos, em
eletrodo de pasta de carbono, como suporte de mediadores e enzimas. Nesta iinha
busca-se a investigagdo do mecanismo e da cinética da reacio de transferéncia de
protons/elétrons entre enzimas-cofatores, cofatores-substratos e enzimas-substratos.
Dentre essas linhas de pesquisa, existe um grande interesse pela utilizacio da silica
gel modificada com dxido para a imobilizagao de flavinas ou pirrologuinolina quinona
(PQQ) objetivando melhorar a transferéncia de elétrons entre flavinas ou guinonas
imobilizadas e o NADH, investigar 0 mecanismo de transferéncia de elétrons. além
de estudar as interagbes envolvidas entre o mediador e a silica gel modificada com
oxido. Outra proposta do grupo € a aplicagdo desses sistemas na construgdo de
biossensores amperomeétricos a base de enzimas.

Uma série de publicagdes do grupo descreve a imobilizacio de uma variedade
de mediadores sobre novos tipos de materiais, tais como fosfato de zircénio (Kubota
& Gorton, 1999), fosfato de titanio (Kubota et al., 2000), silica gel modificada com
oxido de niobio (Santos et al, 2002); os quais foram incorporados em pasta de
carbono.

Dentro deste contexto, esta tese descreve a utilizagao da superficie da silica
modificada com dxido de zircénio na incorporagéo de diferentes tipos de flavinas e

guinonas.
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Esta tese foi dividida em trés capitulos. No capitulo | & apresentada uma
revisdo bibliografica da eletrooxidagdo do NADH utilizando diferentes eletrodos
modificados e ndo modificados; problemas da eletrooxidacdo do NADH e avangos
em relacao a busca de mediadores, abordando os mecanismos de transferéncia de
elétrons entre NADH e mediadores. No capitulo Il € apresentada a modificagio da
silica gel com dxido de zircénio, material denominado Si:Zr, e incorporagédo dos trés
tipos de flavinas. A caracterizag&o eletroquimica € discutida em termos da interacao
dos diferentes tipos de flavinas com a matriz Si:Zr; apresenta ainda a potencialidade
da flavina imobilizada sobre Si:Zr em eletrooxidar o NADH. Ja no capitulo Il
descreve-se o comportamento eletroquimico da PQQ imobilizada sobre Si:Zr, bem

como sua potencialidade na eletrooxidacao do NADH.
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I -INTRODUCAO

O uso de componentes bioldgicos na construgdo de sensores eletroquimicos,
comumente conhecidos como biossensores, € uma area em constante
desenvolvimento dentro da eletroanalise. Os biossensores eletroquimicos combinam
o potencial analitico das técnicas eletroquimicas com a especificidade do material
biologico (enzimas, anticorpos, organelas, dentre outros) e vém, cada vez mais,
ganhando espago por apresentar requisitos como: seletividade a determinado analito
de interesse em amostras complexas, rapidez, possibilidade de miniaturizacdo e
baixo custo. Outro aspecto relevante é a possibilidade do monitoramento continuo do
analito in situ ou in vivo. Por outro lado, a grande limitacao de seu uso € a pouca
estabilidade, refietida em tempos de vida curtos (semanas ou no maximo alguns
meses).

Ha um grande interesse em se estudar a eletroquimica dos cofatores, uma vez
gue eles participam da transferéncia de elétrons da enzima durante a catalise com o
substrato e, em muitos casos, fazem parte do sitio ativo da enzima (regiac onde
ocorre a reagao redox), sem a presenca deste grupo a enzima ndo conseguiria
catalisar a conversao do substrato para o produto. A compreensdo das reacbes de
transferéncia de elétrons envolvidas entre os cofatores/enzimas e o eletrodo é
complexa, uma vez que devem ser levados em consideragdo ¢ tamanho, os
diferentes tipos de interagbes e a orientagdo da enzima imobilizada sobre a
superficie do eletrodo. Dessa forma, o estudo do comportamento eletroquimico dos
cofatores, sem a presenga de enzima, tanto em solugdo como imobilizados sobre
diferentes matenais eletrodicos, torna-se necessario.

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) € um cofator bastante estudado
devido a grande quantidade de enzimas dehidrogenases que dependem do processo
redox deste cofator e devido a sua importéncia como transportador de elétrons em

células vivas. Atualmente, sabe-se que existem cerca de 250 enzimas que
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dependem da NAD(H)} e 150 de NADP(H) (Gorton, 1986). O emprego de NADH em
biossensores amperomeétricos foi por muitos anos limitado, uma vez que era
necessaria a presenca do NADH dissolvido em solugdo. O maior problema da
utilizagdo da enzima dehidrogenase em biossensores ¢ a dificuldade de regeneracao
do NADH. Problemas como oxidagao de substancias interferentes e envenenamento
do eietrodo eram comumente observados em eletrodos modificados com enzimas
dehidrogenases devido & necessidade de uso de potenciais elevados, utilizados para
regenerar o cofator. Uma das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicado
foi a utilizagdo de mediadores redox imobilizados sobre a superficie do eletrodo.
Dentre os mediadores estudados estéo: p-fenilenodiimina (Ravichandram & Baldwin,
1983), quinonas (Murthy & Sharma, 1998), catecol (Jaegfedt et al., 1981), ferroceno
(Tatsue et al., 1987), derivados de tionina (Hajizadeh et al, 1991), fenazina
(Torstesson & Gorton, 1981), fenoxazina (Gorton et al.,, 1984; Persson & Gorton,
1990). fenotiazinas (Kubota et al., 2000), compiexos metalicos (Raj et al., 2000) e
sais condutores organicos (Bartlett & Wallace, 2000). Na maioria dos casos os
mediadores sao imobilizados por adsorgao sobre a superficie do eletrodo ao nivel de
monocamada, por eletropolimerizagao ou ligagao covalente, ou, no caso de eletrodos
de pasta de carbono, podem ser também inclusos na pasta. Os maiores obstaculos
encontrados para este tipo de eletrodos € o tempo de vida e a falta de seletividade
na oxidacao do NADH. Sendo assim, ainda existe um grande interesse em encontrar
novos materiais ou alternativas para serem utilizados na eletrooxidacdo do NADH.
Por outro lado, a compreensao da interagdo dos diferentes mediadores com o NADH
€ necessaria para o desenvolvimento de novos tipos de configuragdes de
biossensores a base de enzimas dehidrogenases na busca de melhor eficiéncia
destes. Tendo esse conhecimento, novas moléculas poderdo ser sintetizadas
prevendo-se antecipadamente o aumento na propriedade eietrocatalitica para
oxidacao do NADH (Gorton et al., 1991).
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1.1 - Eletrooxidacido de NADH

Devido a sua importancia como cofator de varias enzimas que promovem
reacoes de interesse analitico, assim como devido a sua fungdo de transportador de
eletrons em células vivas, 0 mecanismo envoivendo a eletrooxidacdo de NADH vem
sendo muite estudado (Matsue et al., 1987; Gorton., 1986 Kitani et al., 1981, Chi &
Dong, 1996). A eietroguimica, aliada a outras técnicas tais como espectroscopia, tem
sido uma poderosa ferramenta na compreensao das reacoes envolvidas sobre a
superficie dos eletrodos soélidos e quimicamente modificados para a oxidacdo de
NADH. As técnicas eletroquimicas mais comumente utilizadas para tais estudos sao
as voltamétricas e amperométricas, as quais, em muitos casos, sdo empregadas

juntamente com eletrodos de disco rotatério.

1.1.1 - Eletrodos niao modificados

A oxidagdo de NADH em meio aquoso, sobre a superficie do eletrodo
depende do material do eletrodo utilizado e requer um atto valor de potencial
aplicado. Usando a técnica de voltametria ciclica, um Gnico pico de oxidagdo foi
observade a cerca de 0,4; 0,7 e 1 V vs. ECS, para eletrodos de carbono, platina e
ouro, respectivamente (Samec & Elving, 1983; Blaedel & Jenkins, 1975). A pior
defini¢ao do pico de oxidagao ocorre quando se utiliza eletrodo de platina (Burnett &
Underwood, 1965). As reacbes envolvidas nesses tipos de sistemas sao
irreversiveis, decorrentes da adsorcdo dos produtos gerados durante o processo de
oxidagao de NADH sobre a superficie do eletrodo.

O mecanismo proposto para a eletrooxidagdo de NADH ¢ do tipo
eletroquimico-quimico-eletroquimico (ECE) (Blaedel & Haas, 1970; Moiroux, 1980;
Elving et al., 1982; Blankespoor & Miller, 1984: Jaegfeldt, 1980: Ludvik & Voike,

1988), como mostra o esquema abaixo.
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—z +
NADH —5 5 NADH" _—7___NAD' S NAD*

O alto valor de sobrepotencial observado durante a oxidagao eletroquimica
direta de NADH sobre a superficie do eletrodo é atribuido ao elevado potencial da

formagao do cation radical (etapa limitante):
NADH — NADH™ + &

O potencial formal para NADH"™/NADH em solugdo aquosa (pH 7,0) foi
estimado em 0,69 V vs. ECS (Carlson et al, 1984; Carlson & Miller, 1983), 0,72
(Cenas et al., 1987) e 0,78 V (Matsue et al., 1987), usando aceptores de elétrons
derivados do ferroceno. A desprotonacac da segunda etapa pode ser considerada
como irreversivel, devido & aita acidez estimada para o céation radical, pK, ~ -4, com

rapida velocidade de desprotonacdo ky* > 10° 5™ (Grodkowski ef al., 1983).

k.
NADH™ ——> NAD" + H"

Uma possivel dimerizagdo do radical NAD® durante a formagdo de NAD®
(Elving et al., 1976; Jaegfeldt, 1981) tem sido proposta,

k
2 NAD* —<—> NAD,

com uma constante de dimerizacdo muito alta, ks, na ordem de 10°-10” mol' L s
(Samec & Elving, 1983; Bresnahan & Elving, 1981; Jensen & Elving, 1984;
Cunningham & Underwood, 1967). A formacao de NAD" ocorre, posteriormente,

através da oxidagdo de dimeros:

NAD, » 2 NAD" +2 &
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Qutra rea¢ao que pode estar envolvida é:
NADH™ + NAD" < NADH + NAD*

A figura 1.1 mostra um resumo da oxidagdo eletroquimica da NADH,

apresentada em uma revisao feita por Gorton et al. (1991).

NADH + NAD”

AG®'=-180kd /mol | + NAD

- M -e

NADH —€ » NADH*—H . NaD: NAD*
E=Q7V pk,~ 4 =116V
ky=8.10" mot 'L s * NAD
NAD,
Eiypz-01V

Figura .1 - Resumo das etapas da oxidagao eletroguimica do NADH. Os potenciais

dados séo referentes ao ECS, em pH 7.0.

1.1.2 - Eletrodos modificados

Existem duas formas para diminuir o potencial necessario para a
eletrooxidacdo de NADH, uma delas é através do tratamento da superficie do
eletrodo e a outra & pela imobilizagdo de mediadores sobre a superficie do eletrodo,

0s quais seréo abordados a seguir.
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1.1.2.1 - Tratamento da superficie do eletrodo

Blaedel & Jenkins (1975) mostraram a possibilidade de diminuir o
sobrepotencial da eletrooxidacao de NADH através do pré-tratamento do eletrodo,
sendo este efeito mais pronunciado quando se utiliza o eletrodo de carbono. Este
fato foi atribuido aos grupos oxigenados presentes sobre superficie do eletrodo em
uma forma equivalente a quinona, cujo mecanismo foi proposto anos mais tarde por
Samec & Elving (1983), como mostra a figura 1.2. Neste mecanismo, o proton da
posicao C(4) do NADH é transferido a uma terceira espécie aceptora de protons,
molécula de H;O, possivelmente formando uma ligagao intermediaria com o atomo

de oxigénio da superficie do eletrodo.

!m
in

=0 + H3;0"+ NaAD

Eletrodo
|
C
T I
Y
T
el
Eletrodo
]
T
Y
-
l
=
Eietrodo

pad
X
Q
I

Figura 1.2 - Etapa da transferéncia do préton, proveniente da oxidagdo do NADH
(Samec & Elving, 1983).

Apesar de o potencial aplicado nos eletrodos tratados ser relativamente menor
que aqueles aplicados nos eletrodos nao tratados, os primeiros apresentam baixa
estabilidade, a qual pode ser resultado do blogueio e/ou passivagao da superficie do
eletrodo, devido aos produtos gerados durante a oxidagdo de NADH. Por outro lado,
efetuando adequadamente os processos de pré-tratamento e condicionamento do
eletrodo & possivel a obtengdo de resultados reprodutiveis (Jaegfeldt et al., 1978;
Moiroux & Elving, 1979; Jaegfeidt, 1980), entretanto, este tipo de procedimento nao

torna o eletrodo seletivo para a oxidagao de NADH.
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Com base nos estudos de Blaedel & Jenkins (1975), varias quinonas e seus
derivados foram imobilizados em superficies de eletrodos com o intuito de diminuir o

potencial da oxidagdo de NADH e melhorar a seletividade do eletrodo.

1.11.2.2 - Imobilizagdo de mediadores

O processo de imobilizacao tem um papel fundamental nas caracteristicas de
sensores e biossensores, uma vez que esta relacionado com a orientacao e
proximidade das moléculas de mediador a superficie do eletrodo, podendo favorecer
ou nao a transferéncia de eiétrons. Dependendo da metodologia empregada para a
imobifizag&o, esta pode afetar as caracteristicas de resposta do eletrodo tais como
constante de ligagdo do substrato, velocidade maxima da reagcao, pH &timo,
sensibilidade e estabilidade. A imobilizacdo deve ser realizada de tal forma que a
espécie ativa esteja em contato intimo com o eletrodo, mantendo sua atividade,
proporcionando livre difusdo de substratos e produtos na camada biocatalitica. Do
ponto de vista analitico, a vantagem da imobilizacao da espécie ativa (mediador ou
enzima) & a possibilidade de sua reutilizacao com diminuicdo no custo por analise,
maior estabilidade e menor interferéncia de compostos indesejaveis (Guilbault,
1978).

O mediador pode ser imobilizado utilizando os mesmos metodos empregados
para a imobilizacdc da enzima em biossensores, através de ligacdo covalente,
adsorgao, eletropolimerizacao, dentre outros.

A imobilizacdo por adsorgdo € um método bastante simples e consiste na
interacdo devida a forgas eletrostaticas ou hidrofébicas entre a superficie do eletrodo
¢ o material imobilizado (Brett & Brett, 1996). O mediador pode ser adsorvido
diretamente sobre o material do eletrodo ou sobre suportes organicos ou inorganicos
tais como: polimeros, alumina, carvio, argila, celulose, silica e vidro (Chibata, 1978).

Imobilizagdo por oclusdo em gel ou filmes poliméricos é baseada no
acoplamento da enzima, ou mediador, a rede de uma matriz polimérica ou inserindo-
0s em membranas semipermeaveis. A enzima, ou mediador, ndo se liga @ matriz,
desta forma, este método pode ser aplicado para quase todas as enzimas e ou

mediadores. As desvantagens desta metodologia incluem os tamanhos irregulares
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dos poros, a alta possibilidade de lixiviagdo dos compostos imobilizados da rede da
matriz-suporte e as propriedades nao-condutoras dos géis. Neste tipo de
imobilizagao sao utilizados como suportes poliacrilamida, alginato de calcio, agar,
agarose etc.

O método de imobilizagdo por ligacao covalente consiste na formacgao de
ligagdes covalentes entre os grupos funcionais da enzima, ou mediador, como
suporte. A grande vantagem & gue os compostos imobilizados nao lixiviam para a
solugdo; a desvantagem € a desativacdo parcial ou total da capacidade catalitica da
espécie ativa, que pode ocorrer durante o processo de imobilizacao devido a
formacao de ligagdes quimicas.

A ligacdo covalente cruzada é formada a partir de ligagbes covalentes entre as
especies ativas e reagentes bifuncionais de baixo peso molecular, como:
glutaraldeido e diisotiocianato. Este procedimento & bastante simples e (til para
estabilizar espécies ativas adsorvidas em combinacao com outros métodos de
imobilizacdo. As desvantagens deste tipo de imobilizagdc sao: dificil controle da
reacac de formagac das ligagdes cruzadas, limitagdc difusional do substrato,
possibilidade de danificar a espécie ativa, falta de rigidez e forga mecanica.

Outro método para a modificacdo do eletrodo é o recobrimento da superficie
do eletrodo com filmes de polimeros condutores. os quais podem ser
eletropolimerizados juntamente com o mediador. Uma de suas caracteristicas & de
aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons.

Nao existe um método ideal para imobilizagdo da espécie ativa (enzimas,
mediadores etc.), porém a diversidade dos métodos existentes permite a escolha de
um que promova uma melhor imobilizacdo e menor perda da atividade da espécie a
ser imobilizada.

Dentre os eletrodos mais comumente utilizados estao os de ouro, platina e
carbono dentre outros. Uma outra classe de eletrodos que vem sendo bastante
empregada € a dos eletrodos de pasta de carbono. Esses eletrodos sao formados a
partir da mistura de grafite em p6 e um liquido a base de hidrocarbonetos {(nujol,
parafina, silicone), o qual & imiscivel em contato com solugbes aquosas. O liguido

organico serve para dar consisténcia de pasta, mantendo uma forma firme do
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eletrodo (Kulys et al., 1994). As vantagens deste tipo de configuracac de eletrodo
sao: baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo, facilidade de renovacgao da
superficie, além da possibilidade de incorporacao de suportes e mediadores,
aumentando a variedade de aplicagdes, contornando problemas como a baixa
reprodutibilidade e estabilidade (Gorton, 1995).

A silica gel modificada com 6xidos metalicos tem sido usada como suporte
para a imobilizagao de espécies mediadoras de elétrons e tem sido incorporada na
preparacao de eletrodos de pasta de carbono modificados. Estes materiais tém sido
aplicados em eletrocatélise (Zaitseva ef al., 2002: Peixoto, 1995; Pessoa et al,
1997). A imobilizagdo possibilita que a espécie ativa nao seja lixiviada do eletrodo
para a solugcdo de medida, melhorando algumas caracteristicas como a estabilidade
e o tempo de vida dos eletrodos preparados desta maneira.

O emprego de eletrodos modificados com silica gel somente foi possivel
devido ao desenvolvimento de eletrodos & base de pasta de carbono. A utilizagdo
desses materiais & bastante recente, a partir de 1989/90 e, desde entido, tem
crescido exponencialmente, tal como mencionado por Walcarius (1998). A variedade
de possibilidades para modificar a superficie da silica confirma o grande potencial
desses materiais em eletroquimica. A elevada area superficial das silicas, quando
combinada a sua quimica de superficie, torna esse material util como suporte para
varios catalisadores. Do ponto de vista eletroquimico, as silicas quimicamente
modificadas sdo bastante atrativas para serem empregadas em eletrodos de pasta
de carbono porque permitem introduzir na interface eletrodo/solucdo uma variedade
de funcionalidades organicas, que podem estar, por exemplo, covalentemente
ligadas a matriz condutora.

A silica gel € uma substancia nao-cristalina, porosa, de composicao
Si02.xH,0. Sua superficie & basicamente formada por grupos silandis (=Si-OH) e
siloxanos
(=Si-O-Si=) (Iler, 1979). Suas caracteristicas, como elevada capacidade de adsor¢ao,
alta estabilidade térmica/quimica, porosidade, rigidez e elevada area superficial,
possibiltam a modificacao de sua superficie com diferentes grupos funcionais
(Walcarius, 1998).
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|.2. - Mediadores para a eletrooxidacido de NADH

O primeiro trabalho descrito na literatura utilizando eletrodo modificado capaz
de diminuir o sobrepotencial da eletrooxidagio do NADH foi descrito por Tse &
Kuwana (1978), os quais imabilizaram 3 4-dihidroxibenzilamina (derivado da
quinona) sobre a superficie de eletrodo de carbono vitreo. Tal € a importancia deste
estudo que crescente numero de publicagbes sobre eletrodos modificados com
mediadores para a eletrooxidagdo de NADH tem resuitado em um ndmero
considerave! de revisdes (Gorton, 1986, Gorton ef af., 1991; Bartlett ef al., 1991:
Katakis & Dominguez, 1997, Lobo et al., 1997; Gorton & Domingues, 2002).

Os mediadores servem como uma ponte transferindo eiétrons provenientes da
oxidagao do NADH para o eletrodo de forma mais rapida, além de possibilitar a
diminuicdo do sobrepotencial requerido e, em alguns casos, aumentando a
seletividade do eletrodo ao NADH. Uma representacdo esquematica dos eletrodos

modificados para a oxidagao de NADH é mostrada na figura 1.3.

Superficie
modificada Solucio
/ !
~1 ~Mea « 0 NAD*
o . '
u / 1
0 .
: e-% kr H*
w 1 Mox :
T I NADH
1 i

Figura 1.3 - Representacéo esquematica da oxidagdo do NADH utilizando eletrodo

modificado com mediador. M,,. mediador oxidado; M,.q: mediador reduzido.



Capitulo I Introducdo 13

Entre algumas das caracteristicas basicas que um composto deve apresentar

para ser empregado como mediador redox para a eletrooxidagao de NADH, podem-

se destacar:

Transferéncia de elétrons rapida entre o mediador imobilizado e o eletrodo
(Ks).

Alto valor da constante de velocidade globai de reagdo (Kops);

Reacao reversivel.

Estabilidade na forma oxidada e reduzida.

O potencial formal deve ser baixo, de tal forma que o sobrepotencial requerido
para oxidagdo do NADH seja reduzido. O potencial considerado étimo para a
deteccdo amperométrica do NADH varia de -0,2 a 0.0 V vs. ECS (Gorton &
Dominguez, 2002), pois nesta regido de potenciais as interferéncias
eletroquimicas s&o minimizadas.

Os mediadores usados podem ser classificados em dois tipos (Matsueet al.,

1987). compostos gue aceitam apenas elétrons e compostos que aceitam elétrons e

protons. Este Ultimo engloba os compostos orto e para-quinonas, quinonaiminas,

fenilenodiaminas, flavinas, dentre outros. A constante de veiocidade global de

reagdo, kos, devido a eletrooxidagao de NADH para os eletrodos modificados com

mediadores que aceitam dois elétrons-protons (na ordem de 10* dm® moi” s7'), em

geral, € superior aqueles que aceitam apenas elétrons (Gorton, 1986; Katakis &
Dominguez, 1997; Lobo et al., 1997).
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.3 - Algumas consideracdes sobre a cinética e

mecanismo de reagao entre mediador e NADH

A constante de velocidade aparente de transferéncia de elétrons entre o
mediador imobilizado e o eletrodo, ks (s™"), pode ser calculada a partir da variacéo do
potencial de pico anddico e catodico dos voltamogramas ciclicos em funcao da
velocidade de varredura de acordo com Laviron (Laviron, 1979, 1982). A separacao
dos picos de oxidacdo e redugdo sera zero se a velocidade for suficientemente
rapida comparada com a velocidade de varredura (Laviron, 1979: Sharp et al., 1979).
A variacdo do potencial de pico devida a variacdo da velocidade de varredura
também pode ser causada por outros fatores (Laviron, 1982) como a resisténcia nao
compensada e movimento dos contra-ions. Os valores da k. para negro de carbono
oxidado foi de 1 s” (Cenas et al., 1985); de 4-17 s™' para fenoxazinas e fenotiazinas
(Gorton et al., 1984; Huck, 1999), 3,345 s para a PQQ (Katz et al., 1994) e 70 5™
para nitrofluorenona (Manc & Kuhn, 1999). Para outros mediadores imobilizados, os
valores de ks sao fornecidos na tabela |.1: vale salientar que estes valores de k;
variam com a metodologia empregada para a imobilizacao do mediador e com o
matenal do eletrodo.

Em sistemas em que o mecanismo de reacéo eletrocatalitica ocorre por ECE
(eletroquimico-quimico-eletroquimico), inicialmente. o mediador na sua forma
reduzida & oxidado por aplicagdo de um potencial cujo valor seja maior do que o
potencial formal (E°") do mediador:

k -

em que ks e constante de transferéncia de elétrons entre 0 mediador imobilizado e o
eletrodo. A reagao acima mostra que estao envolvidos dois elétrons e um proton, no
entanto o numero de elétrons pode variar entre 1 e 2, e o numero de protons de 0 a
2, dependendo da natureza do mediador e do pH da solugao (Gorton & Dominguez,
2002).
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A etapa da catalise do NADH ocorre a partir da difusdo de NADH da solugao
para a superficie do eletrodo na qual 0 mediador na sua forma oxidada é reduzido e

o NADH é oxidado conforme a reagao abaixo:

NADH +Mg, — 22> NAD* +Myeq

em que k.s € a constante de velocidade global de reagdo. Esta pode ser
determinada por voltametria ciclica (Andrieux & Saveant, 1978), porém, segundo
Murray (1984), & mais apropriado determinar esse valor a partir de dados obtidos
empregando eletrodo de disco rotatério (EDR) em combinagdo com a voltametria
ciclica.

Para eletrodos modificados usados na eletrocatalise da oxidagdo de NADH,
tem sido postulado por Gorton que a reacao ocorre com a formagédo de um complexo
intermediario [NADH-M] entre NADH e o mediador, analogo ao mecanismo de
Michaelis-Menten, como mostra a reagao abaixo:

k., Kk
NADH + Mox -..-—‘—(—-l— [NADH-M]——tL s NAD?* = M red

-1

Este comportamento explica algumas das observagdes do comportamento de
diferentes derivados fenoxazinas e fenotiazinas (Gorton et al., 1984, Persson, 1990;
Ni ef al, 1990), tais como a diminuicdo da Kps em fungdo do aumento da
concentracdo do NADH do meio.

Combinando as constantes k.q, k.1 e k.2 temos Ku:
Ku= (k_1+ k+2)/k+1
A constante de velocidade global de reagdo (Kqps) pode ser expressa por:

Kops = K+2 / (Km + CnapH)
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O esguema da reagao da formagéo de um complexo intermediario n&o explica
completamente outros comportamentos observados tais como a dependéncia da
atividade eletrocatalitica em fungao da estrutura do mediador e do pH da solugzo.
Para expiicar a influéncia do pH sobre a cinética de reacao entre NADH e o mediador
adsorvido (Gorton et al., 1985), um mecanismo de reacao de multietapas, similar aos

das quinonas (Gorton et af., 1985, Gorton, 1986 e Gorton, 1895), tem sido proposto:

Ket

—Rt o~ [NADH"*M"]
-1

[NADH*M™™] 54 [NAD'MH]-2Rid2, NAD" + MH'

NADH + Mgy [NADH-M]

Na primeira etapa da reagio, o NADH forma um complexo com o mediador e,
posteriormente, um elétron é transferido [NADH"*M™]. A etapa principal da reacgao
envolve a transferéncia de H* do NADH"™ para o mediador seguido pela rapida
transferéncia do segundo elétron. A partir dai duas possiveis reagdes podem ocorrer,
dependendo do mediador empregado, aceptor de um ou dois protons:

MH + H* - MH,

Esta ultima etapa da reacdo deve ser bastante rapida em meio contendo
protons.
Outra possibilidade, em altos vaiores de pH, é o préton do NADH ser

transferido para a base do meio, a qual pode ser uma hidroxila.

[NADH" M™] + OH" —Xe_, NAD* + M* + H,0

Neste caso, os radicais formados podem resultar no envenenamento do
eletrodo.

De acordo com o descrito na literatura, para aceptores de elétrons e prétons, o
mecanismo envolvido entre o0 mediador imobilizado com o NADH deve ocorrer em

muitietapas (ECE, eletroquimico/quimico/eletroquimico).
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Miller et al. tém usado técnica eletroquimica bem como espectroscopia (Kitani
et al, 1981, Kitani & Miller, 1981; Carison & Miller, 1985) como ferramentas para
estudar as reagdes envolvidas entre mediadores e NADH, nos quais os mediadores
o-quinona ou diaminobenzeno mostraram rapida reacdoc homogénea na
eletrooxidacdo do NADH. O mecanismo proposto pelos autores ocorre pela
transferéncia do hidrogénio da posi¢do 4 do anel da nicotinamida para o oxidante
(etapa determinante da reacido), cujo mecanismo pode ser representado como na
reacado abaixo.

NADH + Q - NAD* + QH
QH +H® —®% , QH,

Inicialmente, Miller et al. consideram o mecanismo como sendo uma
transferéncia direta do préton. Em seguida, ocorre a rapida protonagao da QH',
gerando a hidroquinona. Entretanto, um produto secundario estavel parece ser
formado, provocando o envenenamento do eletrodo.

Apesar de os eletrodos modificados com quinonas apresentarem boa
propriedade catalitica, ocorre a perda da atividade da quinona com o tempo de uso.
Segundo Jaegfeldt et al. (1983) a perda da atividade nao esta relacionada com a
lixiviagdo do mediador imobilizado na superficie do eletrodo, mas com o bloqueic dos
sitios cataliticos pela ligagao do mediador com o NADH (figura 1.4).

CONH,

O—H

Figura [4.- Mecanismo de desativagdo proposto para o mediador o-quinona
adsorvido sobre eletrodo para a oxidagdo do NADH (Jaegfeldt & Johansson,
1983).
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Tanaka et al. mostraram que as reagdes de oxidagdo de NADH com aceptor
de um (Fukuzumi et al., 1984) e de dois elétrons (Fukuzumi et al.. 1984; Fukuzumi et
al., 1985) apresentam comportamentos semelhantes. O processo da reac&o ocorre
pela transferéncia de carga intermediaria e de acordo com um mecanismo de
multietapas. Verificaram ainda que a estabilidade da transferéncia de carga varia
com a polaridade do solvente e que o mecanismo é influenciado pela presenca e
concentracao dos protons.

I.4 - Tipos de mediadores utilizados na modificacio
dos eletrodos para NADH

Mediadores adequados para a oxidacdo de NADH devem ter estruturas que
permitam a transferéncia de prétons e elétrons do NADH para a forma oxidada do
mediador, cujo mecanismo pode ser resumidamente representado pela figura 1.5
(Gorton, 1986; Bartiett et al., 2002).

/‘S__\gk ~
Y/ X/—\ Y QX"\
= H._H HJ _H
\?_g/ CONH, CONt,
ou

I |i|

N
I

"
R R
Figura 1.5 - Mecanismo geral proposto para a eletrooxidagdo de NADH utilizando

mediador.

Vérios pesquisadores tém utilizado mediadores com estruturas semelhantes
aos mostrados na figura 1.5, porém com um maior nimero de anéis aromaticos.
Desta forma ha uma melhora significativa na estabilidade do eletrodo para a
eletrocatalise de NADH. Dentre esses mediadores uma série de compostos
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organicos derivados da fenotiazina, fenoxatiazina, tionina e flavinas tem sido usada
(figura 1.6).

FENOTIAZINA FENOXAZIINA
N.
o
ﬂ X
(CHa)z N(CHz);  (CHs) S N(CHa);
Azul de meldola =™
N N NNW
~ “ =
W A T
(CHa) S NH, (CHalz S 3 Azul do nito A
Azure A Azure B
FENAZINA
N - CHy

N N

N CH; .
= = TR N
(C[ :©\ N/G:NII (CHalaN ﬁE ik
Y o
CH;N s NH, Hp S NH, CHs

Azure C Azul de toluidina Vermelho neutro
FLAVINA
C504H11
N CHs N
2
(CHaly s NHCH,CH (CHa), Ss N(CHs) N7
Tionina Ribofiavina ©

Violeta de metileno

Figura 1.6 - Estruturas de derivados de fenotiazina, fenoxazina, fenazina e flavinas.

Os valores do £ dos eletrodos modificados com corantes organicos por
ligacdo covalente (Ohtani et af, 1997; Chen et al. 1997) e por eletropolimerizacao
(Cai & Xue, 1998; Cai & Xue, 1997) sdo dependentes do pH da solugdo. Estes
materiais s@o bastante estaveis e, quando imobilizados sobre materiais inorganicos,
tais como silica gel modificada com éxido ou fosfato de zircénio, verificou-se
mudangas no valor do £°° para regiGes mais positivas, além de um valor de F*
independente do pH da solugdo (Pessoa et al., 1997; Zaitseva et al., 2002). Esta
mudanca do E* foi atribuida a acidez da matriz. Aigumas das caracteristicas dos
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mediadores que vém sendo estudadas em eletrodos modificados podem ser
observadas na tabela I.1.

Gorton (1986) tem demonstrado que existe uma correlagdc entre o £° do
mediador com a velocidade de reagao da eletrooxidagdo de NADH para os corantes
organicos, como pode ser observado na figura 1.7. Nesse sentido, muitos
pesquisadores buscam encontrar mediadores e métodos de imobilizagao que

resultem em £°’ na regiéo considerada ideal de trabalho.

log (k / dm*mol-1s-1)
(5]

—— d —ll, !
400 300 -200 -100
ESur I vs.ECS

Figura 1.7 - Variagdo da constante de velocidade de segunda ordem em fungéo do
potencial formal dos derivados de fenoxazina em 0,25 moi L' de tampao
fosfato, pH 7: (a) azul de meldola, 7-dimetilamino-1,2-benzofenoxazinio; (b)
1,2 -benzofenoxazina-7-ona; (c) Resorufin, 3-hidroxifenoxazina-7-ona; (d) azu!
do nilo, 3-amino-7-dietilamino-1,2-benzofenoxazinio: (e) galocianina, acido 7-
dimetilamino-4-hidréxi-3-oxo-3 H-fenoxazina-1-carboxilico; (f) metil azul de
capri;  3,7-bis(dimetilamino)fenoxazinio: (@) etil azul de capri 3,7-
bis(dietilamino)fenoxazinio (Gorton, 1986).

Flavinas vém sendo imobilizadas sobre a superficie de diferentes tipos de
eletrodos sélidos tais como ouro, platina e carbono, cujo valor do £°° em funcéo do

pPH da solugdo apresenta comportamento semelhante ao da flavina em solugao
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(Gorton & Johansson, 1980; Narasimhan & Wingard, 1986; Sun et al., 1996). No
entanto, alguns trabalhos (Kubota & Gorton, 1999b; Kubota et al, 2000) tém
mostrado que o valor do £°° da flavina, quando esta é imobilizada sobre fosfato de Zr
ou Ti, incorporada em eletrodo de pasta de carbono, deslocado para regiées mais
positivas quando comparado com seu valor em soiugdo. Outro fato bastante
interessante é que o £° independe do pH da solugio. Se o pH nao influencia o £
do mediador, qualquer alteragéo se restringe a influéncia do pH sobre a velocidade
de reagdo entre NADH e mediador (Munteanu et al., 2001, Gorton & Dominguez,
2002; Kubota & Gorton, 1999b).

Mano & Kuhn (19992 e 1999b) vém estudando uma nova familia de
compostos, derivados de nitrofluorenona. O grupo nitro deste composto néo
apresenta atividade eletrocatalitica para oxidar o NADH (figura 1.8). No entanto,
quando o grupo nitro & eletroquimicamente reduzido para hidroxilamina, esta pode
ser oxidada para o grupo nitrosc de forma reversivel. Este mediador e seus
derivados tém sido usados com eficiéncia na eletrooxidagdo de NADH quando
adsorvidos sobre eletrodos de carbono vitreo com propriedades promissoras em
termos de E°'e ks (Mano & Kuhn, 1999a; Mano & Kuhn, 1999b; Mano & Kuhn,
2001).

48+ 4H* H0 ze +2H"

~ =

Il
8]

(a) (b)
Figura 1.8 - Estrutura do 2-nitro-9-fluorenona (a) e da sua forma ativa obtido da
reducéo eletroquimica (b) (Mano & Kuhn, 1999).

No processo redox da nitrofluorenona estéo envoividos dois elétrons e dois H*
apresentando propriedade eletrocatalitica de oxidar o NADH, com constantes de
velocidade catalitica, k.ps na ordem de 10° e 10* mol”’' dm® s'. O Ca?* aumenta a
velocidade de reacao em cerca de cinco vezes em relagéo a auséncia de ions Ca®*
(Mano & Kuhn, 2001). Num dos trabalhos mais recentes de Mano et al. (2002), 2,4,7-
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trinitro-9-fluorenona foi imobilizada por adsorcao sobre fosfato de zircénio (ZP). O
material foi utilizado para a construgdo de eletrodos modificados de pasta de
carbono. Quando o valor do E° foi comparado com o valor do composto adsorvido
sobre o eletrodo de carbono vitreo em pH 7, o valor do £° mudou cerca de 300 mV
vs. Ag/AgCl para regides mais positivas, e o valor de kus foi na ordem de 10° mol”’
dm®s™.

Outra classe de mediador pouco explorada por métodos eletroquimicos para a
eletrooxidagao de NADH é a pirroloquinolina quinona, PQQ, a qual é um cofator
importante de varias enzimas dehidrogenase (Duine ef al., 1978: Duine & Frank,
1980; Duine, 1981). Da mesma forma que as quinonas, a PQQ apresenta boa
atividade eletroquimica e alta estabilidade e tem sido imobilizada sobre a superficie
do eletrodo juntamente com enzimas (Katz et al., 1997) e anticorpos (Katz & Willner,
1996). O grupo de Katz (Willner et a/., 1998) tem imobilizado a PQQ covalentemente
ligada a superficie do eletrodo de ouro modificada com monocamada de cistemina. A
PQQ imobilizada apresenta capacidade de eletrooxidar o NADH e esta propriedade
eletrocataiitica aumenta consideravelmente na presencga de ions Ca?*, isto porque
ocorre a formagdo de um complexo ternario entre o NADH, a PQQ e o Ca®
faciiitando a transferéncia de carga.

Outros trabalhos como o de Pariente et a/. (1997) também observaram um
significativo aumento da corrente eletrocatalitica da oxidacdo do NADH na presenca
de ions Ca® e Mg® utiizando como mediador fime de derivado de 3 4-
dihidroxibenzaldeido eletrodepositado sobre a superficie do eletrodo de carbono
vitreo. Nesse mesmo sentido, Cai & Xue (2000) usaram eletrodo de carbono vitreo
modificado com poli(azul de toluidina) usando diferentes cations (Mg®*, Ca®*, Co?",
Ni**, Ba®", K*, Na* e NH,"). O maior aumento na propriedade eletrocatalitica foi
observado apenas para ions Mg®* e Ca®*, aumento de cerca de duas vezes em
relagao a catalise na auséncia destes ions. Cai e Xue concluiram que esse efeito dos
ions deve ser um processo semelhante ao descrito por Katz, ou seja, a formacao de
um complexo ternario. A forma como esses cations divalentes atuam no aumento da
propriedade eletrocatalitica do NADH ainda nao esta definida.
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Outros materiais que vém sendo utilizados na modificagio de eletrodos para a
eletroxidac&o de NADH sdo o diamante dopado com boro (Fujishima et af., 1999) e 0
complexo de porfirina de Co"/Ru" (Angnes et al., 1996). Estes materiais apresentam
alta estabilidade e ndo apresentam envenenamento do eletrodo com o uso, porém,
os valores de £°" sdo bastante elevados.

Como pode ser observado na literatura existe uma variedade de mediadores
disponiveis a ser explorados e o desenvolvimento de novos métodos de imobilizagao
tem possibilitado a construgdo de novos tipos de configuracdes de eletrodos
modificados para a eletrooxidacéo de NADH,

Nos capitulos subsequentes sio propostos novos tipos de configuragoes de
eietrodos de pasta de carbono para a eletrooxidagao de NADH nos guais a silica gel
modificada com oxido de zirconio foi utilizada como suporte para imobilizacdo de
duas classes de mediadores (flavinas e quinonas) e incorporada na pasta.
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11.1 - INTRODUGAO

A flavina adenina dinucleotideo (FAD) e a flavina mononucleotideo (FMN) sao
cofatores e fazem parte do sitio ativo de varias enzimas. Algumas das reacoes
envolvendo estas enzimas, conhecidas como flavoproteinas, sao de dehidrogenacao,
de transferéncia de elétrons, dentre outras (Bruice, 1980: Bruice, 1984). A
versatilidade quimica das flavinas e o mecanismo de acao das flavoproteinas sio
questdes de extrema importancia e por isso sdo objetos de muitos estudos (Massey,
1995; Schmidt & Schuhamann, 1996; Bartlett ef al., 1991).

A riboflavina (RF), vitamina B, é um precursor essencial das coenzimas
flavina adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN) (Hemmerich et
al., 1965). Os diferentes tipos de flavinas tém em comum o anel aloxazina, o qual é o
local onde ocorrem os processos redox (figura 11.1.1).

Flavina adenina dinucleotideo (FAD)

Flavina mononucleotideo (FMN)

Riboflavina (RF) (NI XN
A SO\ o
CH—CH-CH~CHy-0—P~0—P—-0-CH,

Figura I.1.1 - Representagao da estrutura quimica e nomenclatura das flavinas no
estado oxidado. Adaptada da referéncia de Hemmerich et al. (1965).
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A natureza do grupo ligado na posigdo N-10 (figura 11.1.1) do anel aloxazina é
o que diferencia uma flavina da outra, podendo influenciar na sua orientacdo quando
adsorvida sobre a superficie de algum eletrodo (Birss et al., 1997; Narasimhan &
Wingard, 1986), deixando o sitio ativo (anel aloxazina) mais ou menos disponivel
para a reagao catalitica. Em geral, quanto mais proximo da superficie estiver o sitio
ativo mais rapida sera a transferéncia de elétrons da flavina para o eletrodo.

A FAD e a FMN s3o coenzimas de varias flavoproteinas tais como glicose
oxidase, aminoacido oxidase e xantina oxidase. Sua importancia em catalise
enzimatica tem motivado a investigacdo do comportamento eletroquimico de
eletrodos modificados com monocamadas ou agregados contendo flavinas
(Friedman, 1989; Malinauskas, 1999). Outro interesse é estudar a reacao de
transferéncia de elétrons entre a flavina e a nicotinamida adenina dinucieotideo na
forma reduzida (NADH) (Birss ef al., 1997; Cosnier ef al., 1997; Bergel & Comtat,
1991), uma vez que eles estdo envolvidos na formagéo de ATP no metabolismo em
seres vivos, em que o oxigénio & o aceptor final de elétrons. Ainda & questionavel se
a transferéncia de elétrons entre o NADH e a flavina ocorre em uma Unica ou em
varias etapas. Dessa forma, varias investigagdes eletroquimicas tém sido realizadas
no sentido de elucidar o mecanismo de reacéo deste importante sistema. Contudo, o
maior obstaculc encontrado nestes tipos de estudos é o fato de as flavinas em
solugao aquosa, sem a presenga da enzima, nao apresentarem alta capacidade para
oxidar NADH (-560 mV vs. ECS) em razéo de o £°'das flavinas ser muito negativo
(430 mV) para permitir que a reacdo redox ocorra. Os pesquisadores tém
contornado este problema usando derivados de flavinas (Massey & Hemmerich,
1878; Dixon, 1971, Maedayorita et al, 1991) ou imobilizando flavinas sobre
diferentes matrizes causando mudanga no £°'para valores mais positivos (Kubota &
Gorton, 1899a; Kubota & Gorton 1999b; Kubota
et al., 2000). No entanto, na maioria dos casos com a imobilizagdo da flavina, nao
houve o deslocamento do E°" para regides mais positivas, € seu comportamento
eletroquimiﬁ:o & semelhante ao da flavina quando esta se encontra em soiugéo.
Como exemplos pode-se citar a flavina adsorvida sobre a superficie de eletrodo de
grafite, carbono vitreo, platina e ouro (Gorton & Johansson, 1980), imobilizada sobre
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monocamadas de mercaptana (Durfor et al . 1988) ou tiuréia (Edwards et al. 1989),
figadas ac metal nobre ou usando a técnica de imobilizag&o de Langmuir-Blodgett
(Ueyama et al., 1989). O eletrodc de pasta de carbono também vem sendo usado
para imobilizar flavinas com a vantagem, em relagdo aos demais eletrodos, da
possibilidade de incorporagio de espécies eletroativas, mediadores dentre outros na
pasta de carbono. A imobilizagao da riboflavina (RF) sobre fosfato de zircénio (ZP)
ou fosfato de titanio (TP) incorporado na pasta de carbono promove mudangas no £°
de aproximadamente 250 mV ou 100 mV, respectivamente, para potenciais mais
positivos quando comparado com seu valor quando dissolvido (Kubota & Gorton,
1999b; Kubota et al. 2000). Esta mudanga foi atribuida a interacao entre o nitrogénio
basico da RF e o grupo acido do ZP ou TP. Além disso, o valor do £° mostrou-se
independente do pH da solugdo, atribuido como sendo um efeito protetor do ZP
sobre a riboflavina. Porém, sob essas mesmas condi¢cdes, FAD e FMN nao foram
adsorvidas sobre ZP (Kubota & Gorton, 1999a) ou TP (Kubota et al., 2000), mas
foram fortemente adsorvidas sobre éxido de titanio disperso sobre fibra de carbono
(Kubota et al, 1998). Nesses estudos as flavinas, que foram adsorvidas nos
materiais inorganicos e incorporadas em pasta de carbono, apresentaram
propriedade eletrocatalitica de eletrooxidar o NADH. Estruturas semelhantes as das
flavinas, tais como corantes organicos, tém sido imobilizadas sobre silica modificada
com oxido de zirconio e incorporadas em eletrodo de pasta de carbono. Nestes
casos, também foram verificadas mudangas no valor do £ para regides mais
positivas em relagéo aos valores dos corantes organicos dissolvidos (Zaitsena et al.,
2002; Schiavo et al, 2000; Gushikem & Rosatto, 2001), e aquelas estruturas
apresentaram propriedade eletrocatalitica de oxidar o NADH.

Baseados nas observagdes descritos na literatura referente a imobilizagao das
flavinas sobre diferentes materiais inorganicos, neste trabalho propomos a
imobilizagio das flavinas sobre a superficie da silica gel modificada com 6xido de

zirconio.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo estudar a interagao envolvida entre
flavinas (RF, FMN e FAD) e a matriz silica gel modificada com 6xido de zirconio
(Si:Zr), incorporadas em pasta de carbono e avaliar a potencialidade destes materiais

na eletrooxidagdo de NADH.
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iI1.2 - PARTE EXPERIMENTAL

I.2.1 - Reagentes

A silica gel 60, com granulometria entre 0,040-0.063 mm e area especifica de
460-520 m’g"” (Merck-Alemanha), foi previamente ativada durante 6 horas a 100 °C.
Os reagentes oxicloreto de zircdnio (Vetec-Brasil), grafite em pd (Aldrich-USA), dleo
mineral (Schering-Ploung Ltda.- Brasil), riboflavina, RF (Sigma-Japéo), flavina
mononucleotideo, FMN (Sigma-USA), flavina adenina dinucleotidec, FAD
(Sigma-Japéo), B-nicotinamida adenina dinuclectideo na forma reduzida, NADH
(Merck-Alemanha) foram de grau analitico e foram utilizados sem tratamento prévio,

bem como os demais reagentes descritos abaixo.

Tampoées

- 4,2-hidroxietil-piperazina-1-etanossulfénico, HEPES (Sigma-USA);, acido
1,4-piperazina-dietanc suifénico, PIPES (Sigma-USA):; tris-hidroximetil-aminometano,
TRIS (Sigma-USA) e KH,PO, (Synth-Brasil).

Eletrélitos de suporte

- NaCl (Nuclear-Brasif), NaNO; (Nuclear-Brasil), Na,SO, (Nuclear-Brasil), NaCIO,
(Merck-Alemanha), KNO; (Nuclear-Brasil), LINO; (Vetec-Brasil), NHJNO, (Nuclear-
Brasil), Ca(NO;)2.4H,0 (Synth-Brasil).

Acido e base para ajuste de pH da solucdo
- HCI (Merck-Alemanha), HNO; (Merck-Alemanha), NaOH (Vetec-Brasil), LiOH
(Vetec-Brasil), NH,OH (Nuciear-Brasil) e H;PO, (Synth-Brasil).
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O pH das solugées foi ajustado utilizando ¢ acido ou a base contendo o ion
comum do eletrdiito de suporte empregado. A solugéo de NaOH (Nuclear-Brasil) foi
usada para o ajuste de pH das solugdes tampao.

Todas as solugbes foram preparadas em agua purificada pelo sistema
Milli-Q.

I1.2.2 - Equipamentos

A fluorescéncia de raios X, espectrémetro Spectrace 5000, foi usada para
quantificar o zircénio depositado sobre a silica gel.

O aparelho da Micrometrics Instrument Corporation, modelo FlowSorb 2300
(BET), foi empregado para determinar a area superficial especifica.

O analisador elementar 2400 CHN, Perkin Elmer, foi empregado na
determinagio da quantidade das flavinas adsorvida sobre a superficie da silica get
modificada.

O espectrofotdmetro da Beckman, DU 640, foi empregado para as medidas
espectrofometricas das flavinas dissolvidas em solugdo e imobilizadas sobre Si:Zr,
usando cubeta de 10 mm e 1 mm de caminho 6tico, respectivamente.

O potenciostatc modelo PGSTAT30 (EcoChemie) da AUTOLAB® interfaceado
a um microcomputador, foi usado nos estudos eletroquimicos.

O potenciémetro da Coming 350 com um eletrodo de vidro combinado foi
usado para o ajuste do pH das solugdes.

I1.2.3 - Procedimento experimental

11.2.3.1 - Modificagcdo da superficie da silica gel

A modificagdo da superficie da silica com oxicioreto de zircénio (IV) foi
realizada dé acordo com o procedimento descrito por Peixoto (Peixoto, 1992). Foram
adicionados 50 g de silica gel 60 (Merck) a uma solugdo contendo 16,28 g de
oxicloreto de zircénio (IV) dissolvidos em 300 mL de agua deionizada. A mistura foi
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mantida sob refluxo durante 6 horas com agitagdo mecanica (figura 1.2.1). A
temperatura do meio reacional foi mantida em cerca de 85 °C. Posteriormente, a
mistura foi filtrada, lavada com agua deionizada e seca a 100 °C. O material obtido
foi denominado Si:Zr.

— Agitador mecanico

Figura 11.2. 1 — Sistema utilizado para fazer a reagio de modificagdo da silica gel
com oxicloreto de zirconio.

11.2.3.2- Quantificacdo do oxido de zirconio enxertado na silica gel

Foram preparados padrées utilizando silica gel misturada com quantidades
conhecidas de oxicloreto de zircdnio hidratado (ZrOCl;.6H,0), sendo este material
solido macerado até se obter um material uniforme. A precaugac em relacéo a
uniformidade da granulometria foi tomada devido & sensibilidade da técnica de
fluorescéncia de raios X variar em fungao do tamanho das particulas. A tabela 11.2.1
mostra a porcentagem e a quantidade de zircoHnio e de silica utilizada na preparacao

dos padrdes de zirconio.



Capitulo I Parte Experimental / flavinas 44

Tabela 11.2.1 - Preparagio dos padrées para quantificar zirconio.

Massa do Massa
ZrOCl,.6H,0 SiO;
(9) (9)
0.010 0,991
0,020 0,981
0,030 0,970
0,040 0,960
0,050 0,950
0,080 0,911
0,111 0,889

As condicbes de irradiagdo para quantificar o zircénio foram realizadas
utilizando os seguintes parametros:

voltagem no tubo de raios X: 30 kV;
corrente no tubo de raios X: 0,02 mA:
filtro: fino;

tempo de irradiagao: 100 s;
atmosfera: ar.

A partir dos padrdes mostrados na tabela 11.2.1, foi construida uma curva
analitica, a qual foi usada para a quantificacio do zircénio adsorvido na silica.
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IL.2.3.3 - Imobilizacdo da flavina sobre a superficie da silica
modificada

Na imobilizagcdo de FAD e FMN sobre a silica modificada com oxido de
zirconio (Si:Zr), foram adicionados 400 mg da matriz Si:Zr em 10 mL da solugcao
flavina
1 mmol L, e 0 tempo de imobilizacdo foi de 1,5 hora, enquanto na imobilizacgédo da
RF utilizaram-se 20 mL da solugdo de 0,5 mmol L de RF com tempo de 3 horas.
Apos o tempo de imobilizagdo a mistura foi filtrada sob vacuo e armazenada sob
refrigeracéo. Todo o procedimento experimental envoivido desde a imobilizagao da
flavina até o armazenamento foi realizado na auséncia de luz, devido a
fotossensibilidade das flavinas. Os materiais obtidos foram denominados Si.Zr:FAD;
Si.Zr.FMN e Si:Zr:RF.

11.2.3.4 - Determinacéo da quantidade de flavina adsorvida sobre a
superficie da matriz

A quantidade da RF, FAD e FMN imobilizada sobre a superficie da Si:Zr foi
obtida por analise elementar, CHN, gue consiste no método de combustio para
converter os elementos de uma determinada amostra em gases simpies tais como
CO2, H;O e N2. Somente os dados do nitrogénio foram considerados para calcular a
quantidade de flavinas imobilizadas.

11.2.3.5 - Espectro de UV-visivel da flavina imobilizada e da flavina

em solugao

Os espectros de absorgao da Si:Zr:RF, Si:Zr:FMN ou Si:Zr:FAD foram obtidos
misturando pequena quantidade de Si:Zr:flavina (material solido) em dleo mineral
(nujol) cujo branco utilizado foi o proprio nujol. J& os espectros de absorcao das
flavinas em solugdo foram obtidos para uma concentragéo de 7,4x10° mol L' de
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flavina, sendo o branco a agua. As cubetas de quartzo usadas nos experimentos
apresentavam um caminho otico de 1 mm e de 1 cm para flavina imobilizada e
flavina em solugao, respectivamente. A regido do espectro estudada foi de 300 a
800 nm.

[.2.3.6 - Preparacdao da pasta de carbono incorporando a silica
modificada

A melhor proporgdo de material Si:Zr.flavina e grafite em pé na pasta de
carbono foi previamente estudada. A pasta de carbono foi preparada a partir da
mistura de 56% de Si:Zr:flavina (Si:Zr:FAD ou Si:Zr:FMN ou Si:Zr:RF) com 44% de
grafite em pé e dleo mineral (80 pl por 100 mg de massa total), a qual foi misturada
até formar uma pasta homogénea. Esta foi colocada na cavidade do eletrodo de
trabalho (figura 11.2.2), pressionada e polida sobre a superficie de vidro até obter uma
superficie lisa.

Fio de Ni/Cr

" Vidro

1] Disco de Pt

0.1 cm 1—-— Cavidade com
— pasta de carbonn

08,3 cm

Figura 11.2.2 - Representacao esquematica do eletrodo de pasta de carbono.

11.2.3.7 - Medidas eletroquimicas

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas em uma célula de vidro
contendo compartimentos para trés eletrodos com entrada e saida para gas (N2),
como pode ser observado na figura 11.2.3.
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Figura 11.2.3 - Representacao esquematica da célula eletroquimica. Entrada de gas
sobre a superficie da solugdo (1) e na solugio (2), iocal do eletrodo auxiliar
(3), do eletrodo de trabalho (4), do eletrodo de referéncia (5) e adicdo da

amostra (6).
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1.3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

A reag@o de modificagcdo da superficie da silica gel com oxicloreto de zircénio
(V) pode ser representada pela seguinte reagdo, de acordo com o descrito na literatura
(Andreotti et al., 1992):

2 SiOH + ZrOClz + H0 — (Si0)2Zr(OH), + HCI

Os atomos de cloro do oxicioreto de zircdnio (IV) reagem com um ou dois grupos

silandis (=Si-O-Si=) (ller, 1979) na superficie da silica gel.

1.3.1 - Caracterizagdo da silica gel modificada com zircénio

A quantidade de zircdnio por grama de material adsorvida sobre superficie da
silica gel foi de 1,2+0,1 mmol g, sendo determinada por fluorescéncia de raios X. A
analise da area superficial especifica, BET, mostrou que o material apresenta elevada
drea superficial especifica, de 426+20 m® g™, o qUe € uma das vantagens de sua
utilizagdo como suporte, permitindo que uma maior quantidade de espécie seja
adsorvida sobre a matriz Si:Zr.

11.3.2 - Imobilizagao das flavinas sobre Si:Zr

As flavinas RF, FMN e FAD foram inicialmente imobilizadas nas mesmas
condicdes experimentais; sendo que a adsorgio da FAD e FMN sobre a superficie da

Si:Zr resuitou em um material com coloragdo amarelo intenso, enquanto a adsorgso da
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ribofiavina resultou em um material amarelo claro. Um menor tempo de imobilizagao foi
requerido para a FAD e as FMN, uma vez que foi verificada uma maior rapidez da
adsorcao destas sobre o material Si:Zr do que para RF, a qual pode ser atribuido ao
grupo fosfato presente na cadeia de FAD e FMN. A maior quantidade de FMN e FAD
adsorvida sobre a matriz pode ser atribuida a grande afinidade do zircénio pelos grupos
fosfatos presentes na estrutura das flavinas (Vesely & Pekarek, 1972). Entretanto,
outros tipos de interagbes devem estar envolvidos: apesar de a RF nao possuir grupo
fosfato na sua estrutura, ela também foi adsorvida sobre a Si:Zr. Comportamento
semelhante para FAD e FMN, em relagéo a RF, adsorvidas sobre TiO; foi relatado por
Shinohara et al. (1991).

A quantidade de flavinas adsorvidas sobre SiZr, determinada por analise

elementar, foi de 19+4, 3319 e 285 umol g™’ para RF, FMN e FAD, respectivamente.

I1.3.3 - Espectros na regidao do UV-visivel das flavinas

Os espectros na regido do UV-visivel das flavinas em solugao e imobilizadas
sobre Si:Zr foram obtidos com intuito de conseguir maiores informacdes sobre a
interagao entre as flavinas e a matriz. As flavinas, na sua forma oxidada, apresentam
bandas de absorgdo caracteristicas em 370 e 444 nm, na regido do espectro entre 300
a 800 nm (Spetnagel, 1978). Comparando os espectros das flavinas adsorvidas sobre
Si:Zr com os das flavinas em solugéo (figura 11.3.1, figura 11.3.2 e figura 11.3.3), pode ser
observada mudanga no espectro apenas para a RF adsorvida, o que nao acontece com
a FMN (figura 11.3.2) e FAD adsorvidas (figura 11.3.3). Estas informagdes reforcam que o
tipo de imobilizagéo de FAD e FMN sobre a superficie Si:Zr ¢ diferente da RF, e sugere
que a interagao entre Si:Zr e RF deve ocorrer pelo anel aloxazina.
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Figura 11.3.1- Espectro na regiao do UV-visivel para a RF em solugdo e imobilizada
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Figura 11.3.3 - Espectro na regido do UV-visivel para a FAD em solugao e imobilizada
sobre Si:Zr.

1.3.4 - Comportamento eletroquimico das flavinas
imobilizadas sobre Si:Zr

O voltamograma ciclico obtido para eletrodo de pasta de carbono modificado
com Si:Zr (figura 11.3.4) nao apresentou nenhum pico redox entre -0.65 a -0,.20 V vs.
ECS. Porém, com a imobilizagao da RF sobre Si:Zr verificou-se um pico de oxidagédo e
outro de reducdo, os quais sdo provenientes da RF.
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Figura 11.3.4 - Voltamogramas ciclicos obtidos (apés a estabilizacao do voltamograma,

5° ciclo) para os eletrodos de pasta de carbono modificado com SiZr (a) e
Si:Zr:RF (b) a 20 mV s em solugao de KNO; 0,1 mol L™, pH 7,0.

A flavina pode aceitar dois elétrons do eletrodo e dois prétons da solugao,
reduzindo para FADH;, como mostra a figura i1.3.5.

R
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Flavina oxidada "Flavina reduzida

Figura 11.3.5 - Representagio do processo redox das flavinas.

Apos ciclos sucessivos nio foram verificadas quedas significativas das correntes
de pico anddico e catddico, istc porque a RF deve estar fortemente adsorvida sobre a
matriz Si:Zr (figura 11.3.6).



Capitulo IT Resultados e Discussdes / flavinas 53

80 T T T T T T T T T T T
4o |- Pico anédico
™ I—"""'—'_./.
> /./
20 a—9 .
v
5 of |
<
:n 20 | -
40 |- Pico catédico -
O O
-O/o @ C O
_60 " L L 1 n ] 1 ] L 1 n |
0 5 10 15 20 25 30

Numero de ciclos

Figura 11.3.6 - Densidades de correntes de picos (j,) em funcao do numero de cicios
obtidos para o eletrodo SiZrRF a 20 mV s”. Solugdo tampao fosfato
0,19 mol L', pH 7,0.

A proporgao de Si:Zr:RF/grafite na pasta de carbono foi avaliada. Aumentando a
quantidade de Si:Zr.RF de 50% para 70% (m/m), ilustrado na figura 11.3.7, verificou-se
um aumento na intensidade de corrente de pico anédico e catddico. Contudo, acima de
56% do material, a superficie do eletrodo muda com o tempo de uso. Além disso,
verificou-se que o aumento da quantidade de Si:Zr:RF na pasta de carbono acarreta um
aumento na separagao do potencial de pico anédico e de catédico (AE,), como pode ser
verificado na tabela 11.3.1, o qual deve ser decorrente do aumento da resisténcia do
material. Desta forma, a proporgéo de 56% de Si:Zr:flavina e 44% de grafite em po6 foi
utilizada para a preparagao dos eletrodos de pasta de carbono.
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Figura 11.3.7 — Variacéo da densidade de corrente de pico (j,} em fungao da quantidade
de Si:ZrRF % (m/m) utilizada na pasta de carbono. Solugdo de KNO;
0,1 mol L', pH 7,0 e velocidade de varredura de 20 mV s,

Tabela 11.3.1 - Variagao do AE, em fungdo da quantidade de Si:Zr'RF na pasta de
carbono. Solugdo de KNO; 0,1 mol L™, pH 7.1 e velocidade de varredura de 20 mV s~

% Si.ZrRF AE, I mV vs ECS
50 100
56 104
60 185

70 200
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Os perfis dos voltamogramas obtidos para RF, FMN e FAD adsorvidas sobre a
Si:Zr foram similares para as trés flavinas estudadas, como pode ser observado na
figura 11.3.8. O potencial formal, £, obtido a partir da equacdo (Murray, 1984):
E°"=(Epa*Epc)/2, em que Epa € E,c € o potencial de pico anodico e catodico,
respectivamente, foi de aproximadamente 460 mV vs. ECS em pH 7,0, para os trés
casos estudados. Este valor foi proximo ao potencial formal da flavina em solugao,
cerca de 450 mV vs. ECS (Kzenzhek & Petrova, 1983), ou seja, apesar da acidez da
matriz Si:Zr, nao houve o deslocamento esperado para regides de potenciais menos
negativos. Em termos de densidade de corrente de pico, a figura 11.3.8 mostra um
menor valor para a RF, o qual esta correlacionado a quantidade de flavinas adsorvidas
sobre a superficie da Si:Zr.

A dependéncia linear da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura, v', é ilustrada na figura 11.3.9 para os trés tipos de flavinas
adsorvidas. Este comportamento indica que o processo € sem elhante ao controiado
por difusdo. Além disso, ndo foi observada queda da corrente de pico apos 0s
sucessivos ciclos do voltamograma, indicando que as flavinas estavam fortemente
adsorvidas sobre Si:Zr. Deste modo, o processo redox deve ser controlado pela difusao
dos contra-ions até a superficie do eletrodo, mantendo a eletroneutralidade do sistema.
Outra possibilidade para este comportamento pode ser atribuida & resisténcia do

material ou mecanismo de transferéncia de elétrons que ocorre pelo processo jumping.
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Figura 11.3.9 - Dependéncia da densidade de corrente de pico anddico em fungéo da

raiz quadrada da velocidade de varredura obtida para eletrodos Si:Zr:RF,

Si:Zr:FMN e Si:Zr.FAD. Solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7.0.
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A separagao entre os potenciais de pico, AE, (AE, = E,, - Epe), foi proxima de
30 mV para Si:ZrRF e de 65 mV para Si:Zr:FMN e Si:ZriFAD a 20 mV s Outro
parametro observado foi que a razéo entre a corrente de pico anadico e a corrente de
pico catddico foi proxima de 1. Esse comportamento sugere que a transferéncia de
elétrons entre a flavina adsorvida e o eletrodo & rapida (Laviron, 1982; Honeychurch &
Rechnitz, 1998).

O numero de elétrons transferido entre o eletrodo e a flavina adsorvida, a
5mV s, durante o processo redox foi calculado pela equagéo: £ mapa = 90,6/n, em que
n € numero de elétrons total envolvido na reagao e £ maps € a largura da meia altura de
pico anddico. Para os trés tipos de flavinas imobilizadas sobre Si:Zr, o numero de
eletrons foi proximo de 1,5, isto porque, durante o processo redox, parte da flavina
reduzida deve ser transformada no estado semiquinona.

Como mostrado na Figura 11.3.9, o processo redox das flavinas adsorvidas &
controlado por difusdo. Os ions podem afetar a resposta eletroquimica do eletrodo
devido a interagdo com a espécie eletroativa adsorvida ou com a matriz Si:Zr. Dessa
forma, a influéncia dos diferentes eletrdlitos no £°° e AE, foi investigada e os resuitados
obtidos s&0 mostrados em Tabela 11.3.2. Para RF e FAD, os diferentes cations
apresentam pequena influéncia no valor do £°°, com excegéo para ions Ca®*, que
provocam o deslocamento do E° para valores mais positivos, indicando uma interacao
do Ca”* com a flavina, estabilizando a forma reduzida da flavina. Os anions CI" e ClOy
provocaram uma influéncia significativa no processo redox da RF adsorvida, mudando o
E°" para regides de potenciais mais negativos, causando aumento no valor de AE,. Isto
ocorre, provavelmente, devido & estabilizag2o da forma oxidada da riboftavina atribuida
a interacao desta com os anions CI'e ClO,. De uma forma geral, os diferentes cations
e anions nao tiveram influéncias significativas na resposta do eletrodo Si:Zr:flavina.
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Tabela 11.3.2 - Valores de E° e AE, para os eletrodos Si:Zr'RF e Si:ZrFAD em

diferentes eletréiitos de suporte, pH 7,0 e velocidade de varredura de 20 mV s,

Cations Si.Zr.RF Si:Zr:FAD
0,1 mol L™ AE,/mV  E7mV AE,/mV T EimV
contra-ions NO;5”
Li* 104 413 94 420
Na* 102 -405 112 425
K* 105 -391 106 415
NH,* 91 -386 127 415
Ca®* 112 -382 116 -378
Anions Si-Zr:RF Si:Zr:FAD
0, 1molL" AE,ImV  E”/mV AE,imV  E/mV
contra-ions Na
cr 180 450 104 433
NO’ 102 405 106 425
S0.% 104 421 93 417
CiOs 207 474 102 426

O valor do E°” para Si:Zr.:FMN em diferentes eletrélitos nao foi calculado porgue
os voltamogramas nao foram bem definidos, conforme ilustrado na figura 11.3.10,
mostrando que a interagdo com a matriz ndo deve ser exatamente a mesma como no
caso da FAD.
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Figura 11.3.10 - Voltamogramas do Si:Zr:FMN obtidos em diferentes eletrlitos de

suporte com concentragao de 0,1 mol L™, pH 7.0. Contra-ions NO; e Na”.
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A Tabela 1i.3.3 mostra a influéncia das diferentes solugdes tampido sobre o
processo redox das flavinas adsorvidas. Com excegéo do tampao TRIS sob Si:ZrRF e
Si.Zr:FAD, em todos os outros casos um baixo valor do AE, foi observado,
provavelmente devido a menor resisténcia na transferéncia de elétrons. As solugcdes
tampao empregadas ndo apresentaram influéncia significativa no valor do £°° dos
eletrodos SiZrRF, SiZriFMN e SiZr.FAD. Para RF imobilizada sobre fosfato de
zirconio foi relatado que em solugdo tampao fosfato o valor do £°° muda para regides
de valores mais negativos, sugerindo que ocorre a competigao entre o grupo fosfato do
material imobilizado e o grupo fosfato da solugac (Kubota & Gorton, 1999a). Esse tipo
de comportamento, desiocamento do £°°, em solugio tampao fosfato nao foi observado
para a RF adsorvida sobre fosfato de titanio (Kubota et al., 2000) nem para Si:Zr:flavina,
isto porque no presente caso o grupo fosfato da solugdo ndo deve competir com FAD
ou FMN pela matriz Si:Zr, ja que n&o foram verificadas experimentaimente quedas
significativas da densidade de corrente anddica e catédica com os sucessivos ciclos
dos voltamogramas. Adicionalmente, uma melhor definigdo dos voltamogramas para as
flavinas imobilizadas foi obtida em solugao tampéo fosfato e a razao entre a corrente de
pico anodico e a de pico catddico foi de aproximadamente 1. Portanto, a solucdo de

trabalho escolhida para os estudos foi a solugdo tampéo fosfato.

Tabela 11.3.3 - Valores do E°' e AE, para eletrodo Si:Zr:RF, Si:Zr.FMN e Si:ZrFAD em

diferentes solugdes tampao, em pH 7,0 e velocidade de varredura de 20 mVs™.

Tampao Si.ZrRF Si.ZrFMN SilZrFAD
0.1 moi L™’
AE, [ mV E° ImV AE, I mV E>ImV AE, / mV E*1mV
Pipes 50 456 52 -468 69 -450
Hepes 40 -446 53 -466 73 -451
Fosfato 53 -443 60 -466 65 -460
Tris 140 402 58 459 89 -429

Pipes = Piperazina-N,N'-bis(2-acido etanossulfénico); HEPES = N-2 Hidroxietilpiperazina-N'-2-acido etanossulfénico;
Tris = Tris (hidroximetil) aminometano.
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A Figura 11.3.11 mostra que o efeito do pH sobre o E° das flavinas adsorvidas é
similar ao observado para as flavinas em solugao, sendo que o £° muda para valores
mais negativos com o aumento do pH da solugdo. A inclinagdo da reta foi proxima de
-50 mV por década de pH para FMN e FAD, enquanto para RF adsorvida a influéncia
do pH foi menos pronunciada na regiao de pH entre 4 e 5. De certa forma, neste
intervalo de pH, a matriz Si:Zr exerce algum efeito protetor. Esta é outra evidéncia de
que o mecanismo de adsorcdo que atua entre RF e a matriz Si:Zr é diferente da
adsorgcdo FMN ou FAD sobre Si:Zr. Shinohara et al. (1991) observaram uma fraca
adsor¢ao da RF sobre a superficie do TiO, comparado com FAD e FMN. De acordo
com o comportamento verificado, os autores acreditam que exista uma importante
contribuicao do grupo fosfato da flavina na adsorcao desta sobre a superficie do TiQ,.
Esta explicagdo pode ser usada para Si:Zr.FAD e Si:Zr.FMN, uma vez que o oxido de
zirconio tem grande afinidade pelo grupo fosfato (Vesely & Pekarek, 1972).
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Figura 11.3.11 - Dependéncia do £°° em fungao do pH da solugéo para as flavinas em

solugao (a) e flavinas adsorvidas (b).
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11.2.5 - Efeito do oxigénio do meio na resposta dos eletrodos

Em sistemas biolégicos o oxigénic é o aceptor final de elétrons entre a flavina e o}
NADH no metabolismo dos seres vivos. A eletrocatalise da reduc&o do oxigénio tem um
papel importante em varios processos biologicos redox. Sun et al. (1996) modificaram a
superficie do eletrodo de carbono vitreo com a RF e observaram que sua resposta se
mantinha estavel por um longo periodo de uso e que este eletrodo modificado era
sensivel ao oxigénio do meio. Os autores utilizaram um potencial para a reducac do
oxigénio de -420 mV. Neste sentido, com intuitc de conhecer melhor o sistema em
estudo, foi verificada a resposta das flavinas imobilizadas sobre a matriz Si-Zr na
presenca e auséncia do oxigénio.

Caso o oxigénio do meio nao seja totaimente removido, observa-se um segundo
pico de reducéo em regiGes de potenciais menos negativos, como pode ser verificado
nos voltamogramas das Figuras 11.3.12, 11.3.13 e 11.3.14.

1 ! | M T ' 1 v T i T ! 1 i 1

30 -

Sem oxigénio -
120 + S Com oxigénio

.......

-0.8 07 06 0.5 0.4 0,3 -0.2 -0.1 Q.0 0.1
E/Vvs ECS

Figura 11.3.12- Voltamogramas obtidos na presen¢a e auséncia de oxigénio para o
eletrodo Si:Zr-RFa 5 mVs™, solugéo tampéao fosfato, pH 7,0.
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Figura 11.3.14 - Voltamogramas obtidos na presenga e auséncia de oxigénio para o
eletrodo Si:ZrrFAD a 5 mV s™, solucédo tampao fosfato, pH 7,0.
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11.3.6 - Eletrooxidacdo de NADH pelo eletrodo Si:Zr:flavina

As Figuras 111.3.15, 111.3.16 e 11.3.17 mostram os voltamogramas ciclicos obtidos
para eletrodo Si:Zr:RF, SiZrFMN e Si:Zr:FAD na auséncia e presenca de NADH. As
condigcbes de imobilizagdo das flavinas ndo foram favoraveis para oxidar NADH, isto
provavelmente porque a diferenca entre o £° de NADH e o das flavinas nio foi

suficiente para permitir uma oxidagao significativa.

1 5 { ' 1 B | v T ! I ! i

ok SHZrRF
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Figura 11.3.15 - Voltamograma ciclico obtido para o eletrodo Si:Zr:RF na auséncia (a) e
presenga (b) de 10 mmol L' de NADH a 5 mV s Solugao tampao fosfato
0,1mol L', pH 7.0.

Com a imobilizagdo das flavinas sobre Si:Zr ndo houve o deslocamento do E°
para regides de potenciais menos negativos quando comparado com o E° da flavina
em soiugao. Esta deve ser a provavel explicagdo para que a flavina ndo apresente
propriedade catalitica para oxidar NADH.
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Figura 11.3.16 - Voltamograma ciclico obtido para o eletrodo Si:Zr:FMN na auséncia (a)
e presencga (b) de 10 mmol L' de NADH a 5 mV s™'.  Solugéo tampéo fosfato
0,1mol L’ pH 7.0.
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Figura 11.3.17 - Voltamograma ciclico obtido para o eletrodo Si:Zr:FAD na auséncia (a) e
presenca (b) de 10 mmol L' de NADH a 5 mV s™'. Solugao tampao fosfato
0,1 mol L", pH 7.,0.
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1.4 - CONCLUSOES

As flavinas RF, RMN e FAD foram fortemente imobilizadas sobre a silica gel
modificada com éxido de zircénio (Si:Zr). Os dados obtidos por espectrofotometria de
UV-visivel e por eletroquimica mostraram uma interagdo com a matriz diferenciada
para os trés tipos de flavinas estudadas. A imobilizagdo sobre Si:Zr nao provocou
mudanc¢a no potencial formal da FAD e FMN em todo o intervalo de pH estudado,
cujo comportamento foi similar aos das flavinas dissolvidas em solugédo. No entanto,
para Si.Zr:-RF, uma menor dependéncia do potencial formal em fungdo do pH, no
intervalo entre 4 e 5, foi observada. Os resultados eletroquimicos e
espectrofotométricos permitem concluir que a interagdo da RF com Si:Zr ocorre
através do anel aloxazina, enquanto a interagao de FAD e FMN com a matriz Si:Zr
ocorre atraves do grupo fosfato presente na estrutura destas flavinas.

A presenca do oxigénio no meio leva a formagéo de um segundo pico catadico
devido & redug@o do oxigénio pela flavina.

Os eletrodos Si:Zr:flavina ndo apresentaram potencial para a eletrooxidacgéo
de NADH, uma vez que a imobilizagdo das flavinas sobre a matriz Si:Zr nao permitiu
0 deslocamento do £°° para regifes mais positivas.

Este estudo nos forneceu informages importantes sobre como a superficie da
matriz pode influenciar a resposta do eletrodo. Por meio delas podemos
compreender methor os sistemas propostos e dessa forma novos tipos de
configuragdes de eletrodos podem ser eiaborados uma vez que temos uma
infinidade de mediadores e metodologias disponiveis para ser explorada visando a
construgao de sensores “ideais” para a quantificagdo de NADH.
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lil.1 - INTRODUCAO

As quinoproteinas sdo enzimas que contém como cofator pirroloquinolina
quinona (PQQ) e tém sido extensivamente estudadas nos ultimos anos (Husain
et al, 1987; Khan et al, 1991) devido a sua importdncia em varias reagoes
enzimaticas. Algumas enzimas conhecidas que possuem a PQQ como cofator sao:
glicose dehidrogenase (lkeda et al., 1998), colesterol dehidrogenase, lactato
dehidrogenase, fosfato dehidrogenase, alcool dehidrogenase e glicerol
dehidrogenase (Schmidt, 1997). As quinoproteinas pertencem a classe das
oxidorredutase, e suas propriedades redox, tanto em solugdo como imobilizadas
sobre a superficie de eletrodos, podem ser estudadas por metodos eletroquimicos
(Katz ef al., 1994a, Katz et al., 1994b). Enzimas contendo PQQ tém sido empregadas
na construcao de biossensores cujo mecanismo pode ser de transferéncia de
elétrons direta (Katz & Willner, 1996) (terceira geracaoc de biossensores) ou mediada
com promocao da comunicagac elétrica entre o eletrodo e a enzima (segunda
geracao de biossensores) (Katz et al., 1994b; Curulli et al., 1987). A molécula de
PQQ & quimicamente ativa, capaz de catalisar varios tipos de reagdes tais como a
oxidagao de aminas, aminoacidos, alcoois, aldeidos, glicose e NADH. A PQQ possui
em sua estrutura grupos carbonilas e trés grupos carboxilicos, como mostra a figura
I1l.1.1. Devido a estes grupos, a PQQ pode ser covalentemente imobilizada sobre
diferentes suportes.
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Figura I11.1.1 - Estrutura da pirrologuinolina quinona (PQQ).

A eletroquimica deste cofator é irreversivel quando se utiliza eletrodo de
platina, ouro ou carbono vitreo; isto ocorre devido a dificuldade da transferéncia
direta de elétrons da PQQ para o eletrodo. Shinohara et al. (1991)
eletropolimerizaram o polimero condutor polipirrol juntamente com a PQQ e
observaram um processo redox reversivel para a PQQ. O problema encontrado para
este tipo de configuracéo de eletrodo & a baixa estabilidade deste, devido a lixiviagao
da PQQ da superficie do eletrodo para a solugdo. Curulli et al. (1997)
eletropolimerizaram diaminobenzeno e aminobifenil (polimero n&o-condutor)
juntamente com a PQQ sobre eletrodo de platina, ouro, carbono vitreo e grafite
pirolitico e verificaram picos redox pouco definidos. Apesar disso, este eletrodo
apresentou eletrocatalise para NADH a um potencial de 200 mV vs. ECS, valor de
potencial menor do que para eletrodo ndo modificado.

O grupo de Katz tem usado a PQQ como mediador de elétrons entre a enzima
e o eletrodo (Bardea ef al., 1997, Katz et al., 1997). A PQQ imobilizada sobre
eletrodo de ouro, descrita pelo grupo de Katz, consiste na ligagao covaiente da PQQ
com a monocamada de uma série de derivados da cistemina adsorvida sobre a
superficie do eletrodo, sendo que a resposta da PQQ depende do grupo funcional na
extremidade da cadeia e do pH da solugdo como mostra a figura H1.1.2.
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Figura 1l1.1.2 - Representacio esquematica do eletrodo de ouro modificado com
derivados de tiol na presenca da PQQ.

Nos casos em que houve atragdo eletrostatica entre a PQQ e a matriz foi
verificado processo redox quase reversivel. Katz ef al. (1994a) observaram ainda que
na presenca de ions Ca®* em soiugéo ocorre um consideravel aumento na corrente
eletrocatalitica de oxidagdo da NADH usando eletrodo modificado com monocamada
de pirrologuinolina quinona (PQQ). Os autores sugeriram que esse aumento se deve
a formagao de um complexo ternario entre o ion Ca®*, a PQQ e a NADH. Os ions
Ca®" poderiam promover uma orientagédo favoravel das moléculas de NADH com
aumento do processo eletrocatalitico.
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OBJETIVOS

O objetivo desta etapa do trabalho foi aumentar a transferéncia de elétrons
entre pirroloquinolina quinona (PQQ) e o NADH. Dessa forma, a PQQ foi imobilizada
scbre a superficie da silica modificada com 6xido de zircénio e incorporada em pasta
de carbono com intuito de estudar a interagao da PQQ com a matriz Si:Zr utilizando
técnicas eletroquimicas e avaliar a potencialidade da PQQ imobilizada sobre Si:Zr na
eletrooxidacdo de NADH.
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1.2 - PARTE EXPERIMENTAL
Il.2.1 - Reagentes

Silica gel 60, com granulometria entre 0,040-0,063 mm e area especifica de
460-520 m?g”'(Merck-Alemanha), oxicloreto de zircdnio (Vetec-Brasil), grafite em
PG (Aldrich-USA), 6leo mineral (Schering-Ploung Ltda.-Brasil), 4,5-dihidro-4,5-
dioxo-1H-pirrolo[2,3-fl-quinolina-2,7,9- acido tricarboxilico, PQQ (Sigma-Japan) e
B-nicotinamida adenina dinucleotidec na forma reduzida, NADH (Merck-
Alemanha), foram de grau analitico e utilizados sem tratamento prévio, bem como

os demais reagentes descritos abaixo.

Tampdes

- 4,2- hidroxietil-piperazina-1-etanossulfénico, HEPES (Sigma-USA), acido 1,4-
piperazina-dietanossulfénico, PIPES (Sigma-USA), tris-hidroximetil-aminometano,
TRIS (Sigma-USA) e KH,PO, (Synth-Brasil).

Eletrélitos de suporte

- NaCl (Nuclear-Brasil), NaNO; (Nuclear-Brasil), Na,SO, (Nuclear-Brasil), NaClO,
{(Merck-Alemanha), KNO3 (Nuclear-Brasil), LINO; (Vetec-Brasil), NHsNO5 (Nuclear-
Brasil), Ca(NO3);.4H,0 (Synth-Brasil).

Acido e base para ajuste de pH da solucao
- HCI (Merck-Alemanha), HNO; (Merck-Alemanha), NaOH (Vetec-Brasil), LiOH
(Vetec-Brasil), NHsOH (Nucfear-Brasil} e H;PO, (Synth-Brasil).

Os valores de pH das solugdes foram ajustados utilizando o acido ou a
base contendo o ion comum do eletrdlito de suporte empregado. A solugao de
NaOH (Nuclear-Brasil) foi usada no ajuste de pH das solugdes tampao fosfato.
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Todas as solugdes foram preparadas com agua purificada por destilagao e,

posteriormente, purificadas pelo sistema Milli-Q.

11.2.2 - Equipamentos

Analisador elementar 2400 CHN, Perkin Elmer, foi empregado na
determinagdo da quantidade da PQQ adsorvida sobre a superficie da silica gel
modificada com oxido de zirconio.

As medidas eletroquimicas foram feitas num potenciostato modelo
PGSTAT30 da AUTOLAB © interfaceado a um microcomputador usando software
versao 4.8.

O espectrofotdmetro da Beckman DU 640 foi empregado para as medidas
espectrofomeétricas da PQQ em solugio e imobilizada sobre Si.Zr usando cubetas
de quartzo de 10 e 1 mm de caminho ético, respectivamente.

O potencidémetro Corning 350, contendo eletrodo de vidro combinado, foi

usado para auxiliar no ajuste do pH das solugdes.

ll1.2.3 - Célula eletroquimica e eletrodos

A célula eletroquimica, eletrodo de referéncia, eletrodo de trabalho e ©
eletrodo auxiliar empregados foram os mesmos descritos no capitulo 11.2. Nos
experimentos de croncamperometria, em condi¢des hidrodinamicas, o eletrodo de
trabalho utilizado foi o de disco rotatorio de grafite pirclitico com diametro de 0,6
cm e com uma cavidade de 1 mm de profundidade preenchida com pasta de
carbono.
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Ill.2.4 — Procedimento experimental
11.2.4.1 — Imobilizacao da PQQ sobre Si:Zr

A escolha da quantidade de PQQ imobilizada sobre Si:Zr foi previamente
estudada. Nas condigbes otimizadas, 500 mg de Si:Zr foram adicionados em 100
mL de uma solugdo aguosa de PQQ 3,0x10™ mol L. Apés 1:30 h a temperatura
ambiente, esta mistura foi filtrada, seca sob vacuo e armazenada sob refrigeragio.

l11.2.4.2 — Preparagao da pasta de carbono modificada

A pasta de carbono foi preparada a partir da mistura de 50 mg de
Si.ZrPQQ, S0 mg de grafite em pd e 80 ulL de nujol, a qual foi misturada até
formar uma pasta homogénea. Em seguida, a pasta foi colocada na cavidade do
eletrodo de trabalho, pressionada e polida sobre a superficie de vidro até obter

uma superficie lisa.

111.2.4.3. - Medidas espectrofotométricas da PQQ imobilizada e em

solugao

O espectro de absorgdo da PQQ foi realizado utilizando uma solugéo de
4,0x10®° mol L' de PQQ numa cubeta de quartzo de 1 cm de caminho dtico. A
regidaoc do espectro estudado foi de 200 a 800 nm. Para a PQQ imobilizada, uma
pequena quantidade Si:Zr:PQQ foi misturada com nujol. O branco utilizado para
. este estudo foi o nujol, o qual foi inserido em uma cubeta de quartzo de 1 mm de

caminho otico.
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lI.2.4.4 - Estudo da influéncia do ion Ca** sobre a resposta do
eletrodo Si:Zr:PQQ

As solugbes foram preparadas no mesmo dia da realizagdo dos
experimentos. Foram preparadas solugcao de fosfato, ajustando o pH para 4,5, e,
posteriormente, a solugéo de ions Ca®* foi misturado ao de fosfato de tal forma
que a concentragao final de fosfato foi de 0,25 mol L™ e de Ca®* de 10 mmol L.
Deve-se tomar cuidado durante a preparacéo da solugéo de fosfato contendo ions

Ca’* uma vez que o fosfato na presenca de Ca2* precipita.
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11.3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

ll1.3.1 - Espectros de absorcdo da PQQ

O espectro de absorgéo caracteristico da PQQ em meio aquoso apresenta
trés bandas de absorgdo em 250, 270 e 333 nm, que esta de acordo com o descrito
na literatura (Kano et al.,, 1990). O espectro praticamente ndo muda no intervalo de
pH entre 4,0 e 2,0 (Kano et al., 1990).
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Figura 111.3.1 - Espectro UV-visivel da PQQ dissolvida em agua (4x10° mol L") e da
imobilizada sobre Si:Zr, pH 7,0.

A Figura 11i.3.1 mostra os espectros de UV-visivel obtidos para PQQ dissolvida
em agua e imobilizada sobre Si:Zr suspensa em nujol. No espectro da PQQ
imobilizada sobre a matriz Si:Zr, duas bandas s&o observadas, uma em 330 e outra
em 360 nm. Ndo foi possivel obter o espectro da PQQ imobilizada abaixo de 300 nm
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porque nesta regiao a matriz Si:Zr também absorve. Uma possivel explicagdo para
esta mudanca no espectro de absorgo se deve ao fato de o dxido de zirconio,
presente na matriz Si:Zr, apresentar grande afinidade pelos grupos carboxilicos.

I11.3.2 - Estudos eletroquimicos

A PQQ apresenta propriedade redox reversivel, na qual estdo envolvidos dois
prétons e dois elétrons como mostra a Figura 111.3.2. O processo de oxirredugdo
ocorre na regiao da posigao 4 e 5 da estrutura da PQQ.

PQQH; PQQ

Figura Hl.3.2 - Representagdo esquematica do processo de oxidacdo da

pirroloquinolina quinona (PQQ).

Voltamogramas ciclicos da solugio aquosa de PQQ, obtidos usando eletrodo
ndo modificado de ouro ou platina, sdo irreversiveis devido a dificuidade na
transferéncia direta de elétrons entre a PQQ e o eletrodo (Katz ef al.,1994; Shinohara
et al,, 1991). Entretanto, com apropriada modificacéo da superficie do eletrodo, de
acordo com Katz et al. (1994), usando um eletrodo de ouro modificado com
monocamada de cistemina, um par de picos redox, bem definido, foi observado para
a PQQ em solugdo, com um potencial formal de -125 mV vs. ECS em pH 7.0.
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Figura ii1.3.3 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo Si:Zr e com Si:Zr:PQQ

av=20mV s’ Solugdo tampao fosfato 0,25 moi L', pH 7.0.

O voltamograma ciclico obtido usando um eletrodo de pasta de carbono
modificado com a matriz Si:Zr, proposto no presente trabalho, nao apresentou pico
redox (Figura 11.3.3). Com a imobilizagac da PQQ sobre Si:Zr verificaram-se dois
picos de oxidagcdo em -150 mV e 100 mV vs. ECS, denominado Epa1 € Epaz, € um de
reducac em -200 mV, E, (Figura 111.3.3). Nos trabalhos descritos na literatura (Kano
et al.,.1990; Katz et al., 1994; Katz et al., 1996; Loughran et al., 1996), o segundo pico
de oxidacdo em E,z; da PQQ imobilizada sobre a superficie do eletrodo de ouro
contendo monocamada de cistemina nac aparece, mesmo guando a PQQ e
imobilizada sobre filme de polipirrol; nestes casos foi verificado apenas um par redox.
A molécula de PQQ deve ter se ligado a matriz Si:Zr de forma diferente, sendo este o
motivo do aparecimento dos dois picos de oxidagao. Deve-se levar em consideragao

que a PQQ tem, na sua estrutura, trés grupos carboxilicos e duas iminas, os quais
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podem se ligar a matriz Si:Zr. Outro fator que poderia explicar o aparecimento do
segundo pico pode ser a reagao quimica acoplada.

A seguir serdo apresentados os dados referentes a otimizacdo do sistema
proposto e, posteriormente, serdo apresentados os comportamentos eletroquimicos
do eletrodo Si:Zr:.PQQ em diferentes valores de pH, eletrélitos de suporte, tampao e
sua potencialidade em eletrocatalisar a oxidagdo da NADH.

il.3.2.1 - Quantidade de Si:Zr:PQQ na pasta de carbono

Foi avaliada a melhor proporgéo da quantidade de Si:Zr:PQQ na preparagao
da pasta de carbono, com intuito de obter melhor definicdo dos voltamogramas. A
Figura 1l1.3.4 mostra os voltamogramas obtidos para 30%, 40% e 50% (m/m) de
Si:Zr:PQQ na pasta de carbone. A densidade de corrente de pico anddico e catddico
esta relacionada com a quantidade de Si:Zr:PQQ utilizada na pasta de carbono,
sendo a melhor proporgéo a de 50% de Si:Zr:PQQ e 50% (m/m) de grafite em pé.
Dessa forma, esta proporgao foi adotada para os demais estudos apresentados a
seguir.
6 T v I

[ ——30% de Si.ZrPQQ P
3} = = -40%de Si.ZrPQQ T e -
----50%deSiZrPQQ 0 AT T T T T

L i L L L a 1

0.3 -0.2 0.1 0.0
E/mV vs. ECS
Figura 111.3.4 — Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos de pasta de carbono

contendo diferentes proporgdes de SiZr:PQQ na pasta de carbono,
v=20mVs". Solugdo tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7.0.
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l1.3.2.2 - Influéncia da concentracdo do eletrélito de
suporte

Os voltamogramas do eletrodo Si:Zr:PQQ em solugbes de 0,05; 0,10; 0,25 e
0,50 mol L de KH,PQ, sao apresentados na Figura II[.3.5. Com o aumento da
concentragao do eletrdlito houve um aumento na intensidade da corrente de pico
anodico e catédico. A concentragdo escolhida para os estudos posteriores foi de
0,25 mol L', na gual se obteve maior intensidade de corrente de pico, enquanto
acima deste valor a corrente néo teve variagdo significativa. Notou-se, porém, que
houve um ligeiro aiargamento dos picos, sugerindo que a alta concentra¢do desse
eletrélito poderia prejudicar o processo redox da PQQ. Provavelmente, o fosfato
compete com a PQQ pela superficie da matriz Si:Zr, pelo fato de o zirconio ter
grande afinidade pelo fosfato, o que poderia provocar a lixiviagdo da PQQ da pasta
de carbono para a solugéo e, consegiientemente, diminuicao da resposta.

20 T T T T T Y T T T T T T T
10 |- 7
0 -
o
£ ol l
< /.
= 20f N T g —005molLl”
A FEEEEELELE 0.10 mol L
A L 0.26 mol L
-30 R 050 mol L’ -
\'l‘-ﬁ:—'/' .
40 1 . ] . - 1 1 1 R ]

030 025 020 015 0,10 . 0,05 0,00
E/Vvs ECS
Figura 11i.3.5 - Voltamogramas ciclicos em diferentes concentragdes de KH,POy,,
pH7,0,v=20mVs™
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111.3.2.3 — Influéncia do pH

Como apresentado na Figura 111.3.2, no processo redox da PQQ estao
envolvidos dois protons e dois elétrons, ou seja, a presenca de protons deve
favorecer o processo redox (Kano et al., 1990). Dessa forma, foi avaliado o efeito do
pH da soiugao na resposta eletroquimica do eletrodo Si:ZrPQQ. A Figura 111.3.6b
mostra que, com a diminui¢gdo do pH de 7,0 para 3,0, houve um deslocamento do
potencial de pico Epa1 @ do pico £, do voltamograma para regides mais positivas de
potencial. Este comportamento &€ semelhante ao comportamento do processo redox
da PQQ em solugao apresentado na Figura 11l.3.6a. A Figura I11.3.6b mostra ainda
que em valor de pH igual a 3,0 e abaixo deste ocorre a sobreposicao dos dois picos
de oxidagéo.

10F

10k

jluAcm?

15 | S ' N
200 2
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e | ] 1 1 1

1 b L ks 1 i 1 1 I

_30 i i " i 1 PR N L N _80 i "
-05 -04 03 02 -01 00 01 02 03 04 05 03 -02 0t 00 01 02 03 04 05 0O

E/Vvs ECS E/Vvs ECS

Figura Ill.3.6 — Voltamogramas ciclicos referentes a pH 3,0, 5,0 e 7,0 para a PQQ em
solugdo (a) e para a PQQ imobilizada (b) a 20 mV s”. Solucao fosfato
0,25 mol L.

Graficando os valores dos potenciais de pico anédico em funcéo do pH da
solugao, verificou-se que Eg.» praticamente se manteve constante (~100 mV) no
intervalo de pH de 3,0 a 7,0 (Figura I11.3.7). Por outro lado, neste mesmo intervaio de
pH, 0 Ep31 mudou de 100 mV para -180 mV vs. ECS. Comportamento similar ao do
E,a1 foi observado para a PQQ em solugio (Kano et al,, 1990). No presente trabalho,
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a PQQ deve estar imobilizada sobre a matriz Si:Zr de duas formas diferentes: em
uma delas a PQQ deve estar mais exposta & solugido e seu comportamento
eletroquimico varia em fungéo do pH da solugéo (E,) enquanto, para a segunda
forma da PQQ imobilizada (E;s;), a acidez da matriz deve estar atuando scobre a
PQQ, sendo este o motivo da independéncia do potencial, £y, em fungdo do pH da
solugdo.

150
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I mV vs. ECS
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_200 N EI|V VS, ECS. 1 N | N 1
3,0 4.0 5.0 6,0 70

pH

Figura 111.3.7 - Comportamento do Epa1 e Epaz em diferentes pH das solugdes tampao
fosfato 0,25 mol L™

A Figura Ill.3.8 mostra a dependéncia linear do £°° versus pH da PQQ
imobilizada e da PQQ em solugcdo proveniente da Figura 111.3.6. O vaior de £°° do
eletrodo Si:ZrPQQ foi determinado considerando apenas o primeiro pico de
oxidacao e o pico de redugao: E° '=(Epa+Ep:)/2. Obteve-se um angulo de inclinagio
da reta de 67 mV/pH. Para a PQQ em solugo, o valor obtido foi de 62 mV/pH. Estes
valores s&o préximos ao valor da equagéo de Nernst (59 mV/pH), sugerindo que no
processo de oxirredugéo da PQQ, em ambos os casos, devem estar envolvidos dois
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prétons e, de acordo com a literatura (Katz et al., 1996 Loughran et al., 1996; Curulli
et al., 1997), dois elétrons.
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100 |- -
® PQQ em sofugao
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-100 |
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-200
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Figura 111.3.8 - Potencial formai da PQQ imobilizada e da PQQ n&o imobilizada em
fungédo do pH da soiugéo.

111.3.2.4 - Efeito dos diferentes anions e cations

A influéncia da natureza dos cations e anions sobre 0 £° e AE, do eletrodo de
pasta de carbono modificado com Si:Zr:PQQ foi avaliada. Todos os experimentos
foram realizados em triplicatas. Comparando os resultados apresentados na Tabela
I11.3.1 apenas na presenga do cation NH,* e do anion H,PQ. houve diferencas
significativas nos valores de AE, e E° nas regides mais negativas de potencial.
Apesar do baixo valor de AE, em relagdo aos demais ions estudados, menor
resisténcia, o valor de £° em solugdo contendo HoPO, € mais negativo. Em termos
de eletrocatalise da NADH, seria interessante que o valor de £° fosse menos
negativo. Por outro lado, uma melhor definigdo dos voltamogramas foi obtida em
solugdo contendo &nions H,PO,". Os ions fosfato devem interagir com a matriz Si:Zr

ou com a propria PQQ, facilitando a transferéncia de elétrons entre a PQQ e o
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eletrodo, esta seria a explicagio mais plausive! para o baixo valor AEp (40 mV vs.
ECS) em relagdo aos demais ions estudados.

Tabela 1i1.3.1 - Vaiores da separagido de picos, AE,, e do potencial formal, E°,
obtidos utilizando eletrodo de Si:ZrPQQ em diferentes eletrolitos a 20 mVv s
Solugao 0,25 moi L™, pH 7,0. |

Cations Si:ZrPQQ Anions Si:ZrPQQ
0,1 mol L™ 0,1 mol L7
contra-ion  AE,/mV E”/mV  contra-ion  AE,/mV £ Imv
NOa— Na*
Li* 79 -92 cr 82 -89
Na* 73 -95 NOy 73 -95
K* 75 -108 802 69 -84
NH,* 63 -136 ClOy 75 -98
Ca® 81 -98 H,PO, 40 -164

A resposta do eletrodo Si:Zr:PQQ também foi investigada na presenca de ions
Ca*, em razao de a PQQ ter grande afinidade por este cation. Entretanto, foi
observado que os valores de AE, e E° nao diferem significativamente dos demais

cations estudados.

l1.3.2.5 - Efeito da solugdo tampao

A Figura [11.3.9 mostra os voltamogramas para o eletrodo Si:ZrPQQ em
diferentes solugdes tampao. Uma melhor definigio dos picos de oxidacao e reducao
€ um maior vaior da densidade de corrente de pico foram obtidos em solugao tampéo
fosfato (Figura 111.3.9 e Tabela 111.3.2). Na Tabela 11i.3.2 si0 mostrados os valores de
AE, e E* obtidos dos voltamogramas referentes a Figura 111.3.9. O menor valor de
AE, foi obtido em solugéo fosfato, indicando que a difusdo, neste caso, é mais efetiva
do que para as demais solugdes tampéao, fato que possivelmente esta relacionado
com o tamanho do anion e consequentemente com a mobilidade. Isto se torna mais
evidente quando se observa o elevado valor da densidade de corrente de pico em
solugao tampao fosfato, ou seja, quanto maior a quantidade de ions que chegam até
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a superficie do eletrodo, maior sera o vaior da densidade de corrente. Isto sugere
que anions sao responsaveis pelo transporte de cargas.

-60 A A 1 N | 1 | i 1 L 1 " 1
-0.30 -0.25 -0.20 -0.13 -0.10 -0.05 0.00

E/Vvs ECS

Figura 11.3.9 — Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando o eletrodo Si:Zr:PQQ em
diferentes solugdes tampao 0,25 mol L, pH7,0 220 mV s,

Tabela 1li.3.2 - Valores da separacéo de pico e do potencial formal obtidos em
diferentes solugbes tampao, pH igual a 7,0.

Solugao tampao AE, I mV E° ImV
0,25 moi L™
Pipes 55 -162
Hepes 54 -182
Fosfato 45 -168

Tris 55 -155
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111.3.2.6 - Influéncia dos ions Ca*' na resposta do eletrodo Si:Zr:PQQ

Katz et al. (1994) mostraram em seu trabalho que a presenga de jons Ca®*
dissolvidos em solugdo proporciona um consideravel aumento na eletrooxidagéo de
NADH usando eletrodo contendo PQQ imobilizada sobre eletrodo de ouro
modificado. Por essa razao, a resposta do eletrodo Si:Zr:PQQ foi avaliada na

presenca dos ions Ca®",
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Figura 11.3.10 - Voltamogramas obtidos utilizando eletrodo de Si:Zr:PQQ na auséncia
e presenca de 10 mmol L' de Ca**. Solucéo fosfato 0,1 moi L™, pH igual a
45.

A resposta do eletrodo Si:Zr:,PQQ na presenca de ions Ca®" em pH 4,5 é
apresentada na Figura 111.3.10. Este vailor de pH foi escolhido para verificar qual seria
o efeito do ion Ca®, ja que o eletrodo SiZrPQQ apresenta uma maior
potencialidade para a eletrooxidacdo do NADH (secéo 111.3.3.3) em pH igual a 4,5.
Como pode ser verificado na Figura 11.3.10, a presenga deste ion causa o

desaparecimento do segundo pico do eletrodo. Uma possivel explicacao seria que os
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ions Ca?* devem complexar com as duas diferentes formas de imobilizagdo da PQQ
sobre a Si:Zr, tirando desta forma o efeito da matriz.

Em termos de estabilidade do eletrodo Si:Zr:PQQ, verificou-se gue a
estabilidade foi maior na presenca de Ca®*, cuja densidade de corrente se manteve
praticamente constante com os sucessivos ciclos voltamétricos apresentados na
Figura 111.3.11b. Por outro lado, na auséncia deste ion, a corrente de pico anddica em
Epa1 € Epaz diminuiu, sendo mais acentuada em Epaz, © que pode ser observado na
Figura I11.3.11a. Estes resultados foram melhores do que os obtidos nos estudos de
Moore et al. (1996), onde os autores imobilizaram a PQQ sobre a superficie do
eletrodo modificado com cistemina e polianilina e observaram que, em ambos os
casos, houve a diminui¢do da corrente de pico em fung@o dos sucessivos ciclos. Esta
queda da corrente de pico em fungio do nimero de ciclos pode estar relacionada a
perda da atividade da PQQ ou lixiviagao desta para a solugdo. No caso em que a
PQQ foi imobilizada sobre Si:Zr, a lixiviagdo da PQQ ou perda da atividade néo foi
observada na presenca de Ca®", como pode ser observado na Figura 111.3.11b.

Ao armazenar o eletrodo Si:Zr:PQQ, de um dia para outro, em solucao
contendo somente fosfato, pH 6,8, verificou-se que os picos de oxidagao e de
redugao do voltamograma desaparecem, pois o fosfato deve competir com a PQQ
pela matriz Si:Zr, ja que o 6xido de zirconio presente na matriz possui grande
afinidade pelo grupo fosfato. Por outro lado, quando armazenado em solugao
contendo apenas ions Ca®*, de um dia para outro, verificou-se que o processo redox
do eletrodo Si:ZrPQQ se mantém por um longo pei'iodo de condicionamento. Esse
fato pode estar relacionado com a dependéncia da atividade da PQQ imobilizada em
funcio da presenca dos ions Ca?* (Schmidt & Schuhamann, 1996).
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Figura I11.3.11 - Estabilidade do eletrodo Si:Zr.PQQ em funcédo do numero de ciclos

dos voltamogramas obtidos a 20 mV s”, na auséncia (a) e presenga de
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O efeito da velocidade de varredura sobre a resposta do eletrodo Si:ZrPQQ
em solugdes em que os ions Ca®* estdo presentes e ausentes é apresentado na
Figura 111.3.12a e Figura [11.3.12b. Para velocidades de varreduras maiores que
50 mV s, observou-se maior reversibilidade.
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Figura 111.3.12 - Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura na
auséncia (a) e presenca de ions Ca®* (b). Solugdo fosfato 0,25 mol L™,
pH 4.5

As densidades de corrente dos picos anddicos, Ep.1 e Ega, apresentam
comportamento linear em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura,
indicando que o processo observado é semelhante ao processo controlade por
difuséo (Figura 111.3.13a e Figura 111.3.13b). Como a PQQ esta imobilizada, o contra-

“ion deve ser a espécie que difunde para manter a neutralidade da superficie do
eletrodo. Qutra razdo para este comportamento pode ser atribuida a resisténcia do
material ou mecanismo de transferéncia de elétrons que ocorre pelo processo

jumping.



Capitulo I1] Resultados e Discussdes / PQQ 95

0 T T T T T 80 T . - v . .
25 | a . 70 F i
Ew 80 4
20 | L
o | o~ 50 - i
5 £
S 15t r= 0,998 . C 4} 5
< < | ;
= = ek 4
e 10 | A s | ]
— Tt
- 20} ]
paz i I
s 10 E
0 | 1 i 1 1 o] | 1 —_ 1 1 1
0 2 4 [ 8 0 12 0 2 4 ] B 10 12
vwz / mvwz s-m ’ vm / mvuz s.m

Figura 111.3.13 - Densidade de corrente anddica obtida com eletrodo Si:ZrPQQ em
fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura na auséncia (a) e na
presenca de ions Ca®" (b). Solugdo tampao fosfato 0,25 mol L', pH 4,5.
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Figura 1i.3.14 - Dependéncia do primeiro potencial de pico anédico (Epai) na
auséncia (a) e potencial de pico anédico (E,a) na presenca de Ca®" (b) em

fungao do log v. Solugao fosfato 0,25 mol L, pH 4.5.
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A constante de velocidade de transferéncia de elétrons aparente, ks, do
eletrodo Si:Zr:PQQ foi determinada, de acordo com Laviron (1980), a partir dos

dados da Figura I11.3.14, usando a seguinte equacao:

angulo de inclinagao da reta do pico anédico = B = 2,3 RT/(1-a)nF
ks= (1-a)nFvi/RT

em que o é o coeficiente de fransferéncia de elétrons; n € o niumero de elétrons, F é
a constante de Faraday, R é a constante de gas, Té a temperaturae v(1Vs') éa
velocidade de varredura. Com a adigdo de ions Ca®*, o valor de ks mudou de 26 s
para 48 s, indicando que a transferéncia de elétrons da PQQ para o eletrodo na
presenca de Ca®* foi mais rapida, pois o valor de k & elevado. Esse aumento do
valor de Ks também foi observado por Katz (1994), que imobilizou a PQQ sobre a
monocamada de cistemina, em que, com a adicdo de Ca®", a constante de
velocidade passou de 3,3 para 18,7 s

I11.3.3 - Eletrooxidacdo de NADH utilizando eletrodo de
Si:Zr:PQQ

O processo eletrocatalitico entre o mediador e o substrato é caracterizado pelo
aumento da intensidade da corrente de pico de oxidagao e diminuigao da corrente de
pico de redugao devido a adigdo do substrato na solugio.

A Figura H1.3.15 mostra que a PQQ imobilizada sobre a Si:Zr apresenta
propriedade eletrocatalitica de oxidar NADH em pH 7,0. Dessa forma, a otimizacao
dos parametros analiticos e eletroquimicos para a melhor resposta do sensor para
NADH foi avaliada.
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Figura 1l1.3.15 - Voltamogramas ciclicos utilizando eletrodo Si:Zr:PQQ na auséncia e
na presenca de 5 mmol L' de NADH a 5 mV s, solugao tampao fosfato
0,25 mol L™", pH 7,0.

l11.3.3.1 - Efeito da solugdo tampéao na eletrocatalise de NADH

Foi avaliado o efeito da solugdo tampao na resposta da densidade de
corrente catalitica do eletrodo Si:Zr:PQQ apresentado na Tabela I11.3.3. O maior valor
da corrente catalitica foi obtido em solugao tampao fosfato, 11 pA cm™. Por outro
lado, apesar da possibilidade de ocorrer a competi¢ao entre o fosfato da solugio e a
PQQ pela matriz Si.Zr, uma vez que o zircénio tem grande afinidade pelo grupo
fosfato, foi em solugdo fosfato que a PQQ apresentou maior potencialidade em
eletrooxidar NADH. A possivel explicagdo para este efeito pode estar relacionada a
formacdo de aducto, que consiste na formagao de um complexo entre NADH e o
fosfato, facilitando a eletrooxidacdo de NADH (Rover ef al., 1998).



Capitulo ITT Resultados e Discussoes / PQQ 98

Tabela 111.3.3 - Densidade de corrente catalitica (Ajeataiica), Obtida a partir de medidas
amperométricas para NADH (1 mmol L") utilizando eletrodo Si:Zr:PQQ em diferentes
solugdes tampéo (pH 7,0). Eaplicage=100 mV vs. ECS e v=20 mV s™".

Tampao Ajeatalitica / LA cm™
Pipes 6,0+0,8
Hepes 3.0£0,5

Tris 3,210,5

Fosfato 11,0+1,1

111.3.3.2 - Efeito do potencial aplicado

Foi avaliado o efeito do potencial aplicado na eletrocatalise de NADH (Tabela
1.3.4). O valor de Ajeuitica praticamente manteve-se constante nos diferentes
potenciais estudados. Apesar disso, o potencial escolhido para os experimentos de
cronoamperometria foi de 150 mV vs. ECS por ser proximo ao potencial do segundo
pico de oxidagdo, Epa2, da PQQ imobilizada sobre Si:Zr, garantido dessa forma que a

PQQ imobilizada seja totalmente oxidada.

Tabela |Il.3.4 - Densidade da corrente eletrocatalitica da oxidagdo de NADH em
diferentes potenciais aplicados. Solugéo tampéo fosfato 0,25 mol L, pH 7,0.

Eapiicado V5. ECS Acatalitica
mV pA cm?
50 6
100 8
150 11

200 16
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11.3.3.3 - Influéncia do pH na eletrooxidacio de NADH

O efeito do pH na resposta eletrocatalitica do eletrodo SiZr:PQQ em oxidar o
NADH foi avaliado e & apresentado na Figura 11.3.16. A melhor resposta
eletrocatalitica para a oxidagdo de NADH foi obtida em pH 4,5 Em méio acido a
reacao entre NADH e PQQ ¢ favorecida, isto porque os protons estdo envolvidos no
mecanismo de oxidacao de NADH. Porém, abaixo de pH 4,5, ocorre a diminuigao da
resposta do eletrodo, a qual deve estar relacionada com a baixa estabilidade de
NADH em meio acido. O pH usado para os estudos da eletrooxidagao do NADH foi o
de 4,5

20 L L L A R A DR A M

15 | .

2
catalitica , “A cm
o
[ ]
i

A
|
(

O 2 | L 1 L 1 A 1 " 1 A 1 i 1

35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7,0 7.5
pH
Figura 1Il.3.16 — Variacdo da densidade de corrente catalitica para 1 mmol L' de
NADH em fungao do pH da solug@o, Eaplicade = 150 mV vs. ECS.

O mecanismo da eletrooxidagio de NADH utilizando eletrodo de pasta de
carbono modificado com Si:Zr:PQQ pode ser representado de acordo com esquema

apresentado na Figura I11.3.17.
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Eletrodo Pasta de carbono Solugéo
N . _A
f N ™
NAD*
NADH

Figura 111.3.17 - Representagdo esquematica da eletrooxidagdo de NADH utilizando
eletrodo de pasta de carbono modificado com Si:ZrPQQ.

Inicialmente, o NADH é oxidado para NAD® na interface superficie do
eletrodo/solucéo e a PQQ imobilizada sobre Si:Zr é reduzida para PQQH,. Logo apés
a PQQH; ¢ reoxidada para PQQ sobre a superficie do eletrodo com transferéncia de
elétrons.

N11.3.3.4 - Eletrooxidagdo do NADH utilizando eletrodo Si:Zr:PQQ na

auséncia e presenca de ions Ca®*

A Figura 111.3.18 é apresentado os voltamogramas ciclicos obtidos utilizando
eletrodo Si:Zr:PQQ na auséncia e presenga de NADH. Ao adicionar NADH na
solugdo houve um aumento no sinal de densidade de corrente de pico de oxidacao e
diminuicio da densidade de corrente de pico de redugéo devido a eletrooxidagdo de
NADH. O valor da densidade de corrente catalitica de 53 uA cm? foi obtido a partir
da diferenga entre a densidade de corrente de pico de oxidagdo na presenca € da
densidade de corrente de pico de oxidagao na auséncia de NADH (Figura 111.3.18). A
Figura 111.3.18b mostra que o ion Ca%" nio teve influéncia significativa no valor da

densidade de corrente catalitica, 49 pA cm.
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Figura 111.3.18 - Voltamogramas ciclicos utilizando eletrodo Si:Zr:PQQ na auséncia

(a) e na presencga de 10 mmol L™ de calcio (b). Adigdo de 5 mmol L' de NADH
a5mVs”, soluggio fosfato 0,25 mol L™, valor de pH igual a 4,5.

De acordo com Katz et al. (1994) demonstraram que a presenga de Ca®
dissolvido em solugao aumenta consideravelmente a potencialidade da PQQ,
imaobilizada sobre cistemina, em eletrooxidar o NADH. Estes autores sugeriram a
formagao de um complexo ternario entre o ion Ca®* a PQQ imobilizada e o NADH,
favorecendo, dessa forma, a oxidagdo de NADH. No presente trabalho, usando
eletrodo Si:Zr:PQQ, o ion Ca* (Figura [11.3.18b) nac apresentou influéncia
significativa como o observado por Katz et al. (1994). Possivelmente, a forma que a
PQQ se encontra imobilizada sobre a matriz Si:Zr dificuita a formagao do complexo
ternario entre a PQQ e o Ca® o que resulta no comportamento da PQQ descrito
acima. A combinagio do grupo carboxilico na posicdo C(7), ilusirado na Figura
1.3.19, do nitrogénio na posigéo N(6) e C(5) do grupo carbonila foi sugerida como o
fator responsavel pela complexagso do ion Ca?* (Duine, 1991).

O complexo formado entre Ca®* e PQQ descrito na literatura (Katz et al., 1994;
Duine, 1991) é esquematicamente mostrado na Figura 1.3.189.
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Figura 111.3.19 - Representagdo esquematica do complexo formado entre a forma
oxidada e a forma reduzida da PQQ e ion Ca*".

Segundo Noar et al. (1985), a auséncia ou bioqueio do grupo carboxilico na
posicao C(9) ou/e na posicao C(2) apresentou pequeno efeito sobre a propriedade
de complexacio do ion com derivados da PQQ, mas a auséncia ou blogueio do
grupc carboxilico na posicao C(7) diminui drasticamente a compiexagédo com o ion
(Noar et al., 1985), ou seja, somente as moléculas de PQQ imobilizadas sobre a
superficie que ndo apresentem grupos carboxilicos na posicao C(7) blogueados séo
responsaveis pela interagéo entre o Ca** e a PQQ imobilizada.

No presente estudo, uma das formas que a PQQ deve estar imobilizada sobre
a superficie da matriz Si.Zr deve ser pelo grupo carboxilico na posicao C(7),
dificultando a formagéo do complexo ternario da PQQ:Ca®":NADH. Esta interagao
entre o grupo carboxilico na posigiao C(7) da PQQ com o ion Ca®* deve ser fraca,
sendo este 0 motivo do eletrodo Si:Zr:PQQ nao apresentar um aumento consideravel
na oxidacéo de NADH devido a presenga de ions Ca*".
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Figura [11.3.20 - Representacio esquematica do complexo formado entre a PQQ

imobilizada sobre a superficie da silica gel modificada com oxido de zircdnio
(Si:Zr) com o ion Ca®*, |

A Figura [11.3.21 mostra a comente devida a resposta catalitica do eletrodo
Si:ZrPQQ para diferentes concentragdes de NADH, aplicando um potencial de
150 mV vs. ECS, na auséncia e na presenca de ions Ca®*. A curva analitica obtida
para NADH na presenga de Ca®* (Figura [11.3.21b) foi ajustada no intervalo de

resposta entre 3 e 40 umol L' de NADH, pela equacdo
Aje,:. =0.0247(£0.014) + 42.2(+1.5)[NADH ] - 284(+36)[NADH }? com coeficiente de

correlagao de 0,999 para n=12, em que a variagéo da densidade de corrente é dada
empAcm?ea concentragdc de NADH em mmol L. A curva analitica na auséncia
de Ca® apresentou uma maior sensibilidade Cuja equagdo ¢é dada por
Aj = -0.07491(£0.0153) +102.9(+3.09)[NADH] - 2142(+133)[NADH]? e coeficiente de

corretacao de 0,999 para n=4 no intervalo de 3 a 20 umol L' de NADH (Figura
3.111.21a). O eletrodo Si:Zr:PQQ apresentou maior sensibilidade ac NADH quando o
ion Ca®* nao estava presente, como pode ser observado na Figura 11£.3.21. Porém,
mesmo na presenca do Ca”*, a sensibilidade do eletrodo Si:Zr:PQQ foi bem maior do
que aquela relatada por outros autores, os quais imobilizaram PQQ sobre eletrodo de
ouro modificado com cistemina (Willner & Riklin, 1994).
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Figura 111.3.21- Dependéncia da densidade de corrente em fungdo da concentragéo
de NADH usando eletrodo Si:Zr:PQQ na auséncia (a) e na presenca de ion
Ca® (b). Potencial aplicado de 150 mV vs. ECS, solugcdo tampao fosfato
0,25 mol L', pH 4,5.

O tempo de resposta do eletrodo Si:Zr:PQQ foi réapido, menor do que 0,5 s, e
pode ser definido como sendo o intervalo de tempo necessario, desde a adicdo de
substrato até sua estabilizagao (Figura [11.3.22).
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Figura III.3..22 - Tempo de resposta obtido para eletrodo Si:Zr:PQQ), adigao de 54
umol L' NADH, aplicando um potencial de 150 mV vs. ECS. Solucéo fosfato
0,25 mol L™ e CaCl, 10 mmol L, pH 4,5.
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A partir do grafico da Figura 111.3.21, foi calculada a estimativa da constante
de Michaelis-Menten aparente, Ky, segundo Lineweaver-Burk. Considerando que o
cofator PQQ faz parte do sitio ativo da enzima, foi calculada Ky, que & um parametro
avaliado em sistemas enzimaticos. O valor de Ky pode ser considerado como sendo
inversamente proporcional @ afinidade da enzima pelo substrato, ou seja, quanto
menor o seu valor, maior sera a afinidade entre a enzima e o substrato. Segundo a
teoria de Michaelis-Menten, a enzima, E, inicialmente combina com o substrato, S,
formando um complexo enzima-substrato intermediario de transi¢ao, ES, que depois

de rompido forma o produto, P, enquanto isso a enzima é regenerada:

k+1

K.
E+S ES—-L- P+E

K.1
em que Ky =(K.1 + Ke2) [ Ken

A determinagac do vaior de Ky obtido segundo Lineweaver-Burk & dado pela
equacao.

1 Km 1

1
\4 Vméx Vm:‘ax [S]

em que Ky & a constante de Michaelis-Menten, Vni € a velocidade maxima da
reacéo e S € a concentragdo do substrato. Para sensores amperomeétricos, pode-se
fazer uma analogia, substituindo a velocidade da reag¢ao (V) pela corrente catalitica
do substrato (/).

A estimativa da constante de Michaelis-Menten e a densidade de corrente
maxima da eletrooxidagdo de NADH utilizando eletrodo Si:Zr:PQQ sao apresentadas
na Tabela 111.3.5.
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Tabela ll.3.5 - Estimativa da constante aparente de Michaelis-Menten e da
densidade de corente maxima obtida pelo método de Lineweaver-Burk.

Constantes Auséncia de ions Ca** Presenga de ions Ca**
K 0,015(x0,001) mmoi L™ 0,09(x0,01) mmol L™
Jmax 2,9(20,4) pA cm 5,2(+0,2) pA cm?

A partir dos dados acima foi verificada uma maior afinidade do NADH pela
PQQ, em soluges isentas de Ca®*, visto que quanto menor o valor de Ky maior a
afinidade do substrato pela espécie ativa. Por outro lado, o valor de Jmax foi maior na
presenca de ions Ca®*, devido a faixa de resposta linear mais ampla.

A estabilidade do eletrodo Si:Zr:PQQ, a partir das curvas de calibragdo para
NADH, foi estudada graficando a sensibilidade do eletrodo em diferentes dias em
relagao a sensibilidade do primeiro dia de uso. O condicionamento do eletrodo apoés
o uso foi realizado em agua (Figura 111.3.23a) e em solugéo de 3 mmol L™ ions Ca?*
(Figura 111.3.23b). A PQQ imobilizada apresentou baixa estabilidade guando
condicionada em agua. Entretanto, quando condicionada em solugéo de ions Ca**
sua atividade se manteve por um pericdo maior, 0 que mostra que o ion Ca®* deve
apresentar um papel importante na estabilizagcdo da PQQ. Portanto, além do tipo de
conFiguragcdo do eletrodo, este estudo mostrou que a forma de armazenamento
deste tem grande influéncia em seu tempo de vida dtil. Este trabalho abre caminhos
para uma nova maneira de imobilizar a PQQ para a construgéo de eletrodo de pasta
de carbono modificado, o qual apresenta grande potencialidade para ser utilizado na
determinacac de NADH.
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Figura 111.3.23 - Resposta relativa da sensibilidade de NADH obtida por
cronoamperometria, utilizando eletrodo Si:Zr:PQQ,
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111.4 - CONCLUSOES

A PQQ foi eficientemente imobilizada sobre a silica gel modificada com éxido
de zirconio, Si:Zr, através da interacéo entre o grupo carboxilico da PQQ da posicao
C(7) da estrutura e o 6xido de zircénio. Com a imobilizagao verificaram-se dois picos
de oxidagao e apenas um pico de reducdo, diferente dos estudos descritos na
literatura, nos quais foram relatados apenas um pico de oxidagdo e um pico de
reducéo. Os dois picos de oxidagdo do eletrodo Si:Zr:PQQ foram atribuidos a duas
formas diferentes de interagdes da PQQ sobre a matriz Si:Zr.

O eletrodo Si:Zr:PQQ apresentou potencialidade eletrocatalitica para oxidar a
NADH a um potencial relativamente menor (150 mV vs. ECS) quando comparado
com eletrodos nao modificados (~400 mV vs. ECS). A adigdo de ions Ca®* na
solugao ocasionou ¢ aumento na constante de transferéncia de elétrons entre a PQQ
e o eletrodo de 26 s para 48 s, gue é comparavel aos descritos na literatura.
Porém, nenhum aumento da potencialidade eletrocatalitica da PQQ imobilizada em
oxidar o NADH, devido & adigdo de ions Ca®', foi observado. A interagdo entre o
grupo carboxilico na posigdo C(7) da PQQ com o ion Ca** deve ser fraca, sendo este
0 motivo do eletrodo Si:Zr:PQQ nio apresentar um aumento consideravel na
atividade catalitica de oxidar a NADH em relac3o & situagcdo em que este ion esta
ausente .

Eletrodo a base de PQQ imobilizada sobre Si:Zr, tal como proposto neste
trabalho, apresenta aita sensibilidade e rapido tempo de resposta, tendo, por isso,
grande potencialidade para ser empregado na quantificagdo do NADH.
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