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RESUMO

Este trabalho descreve a preparacédo, a carac@wizag@ uso de um biossensor
bienziméatico confeccionado com as enzimas glicogiglase e frutose dehidrogenase
imobilizadas em camadas auto-organizadas seli-assembled monolayers (SAM3¢
cistamina para a quantificacdo de aclucares emratiisie

Apos o preparo do eletrodo de ouro com a SAM demisa, biossensores foram
construidos e para obtencdo de melhores respestadicoes foram otimizadas, tais como:
concentracdo do mediador tetratiafulvaleno (TTB)centagem de glutaraldeido, temperatura
e tempo de vida do biossensor.

Com as condic¢des estabelecidas, fez-se entdoeamigacdo analitica da D-glicose
e da D-frutose em eletrélito puro pelo método digéadde padrdo e os resultados foram
obtidos por voltametria ciclica e cronoamperometfiacorrente de pico de oxidacado do
mediador de elétrons (TTF) aumentou proporcionaleneam o aumento da concentracao e
ndo ocorreram deslocamentos nos potenciais de @isdimites de deteccdo (LD) foram
encontrados por meio do desvio padrdo da médmétita de dez amperogramas do branco
no potencial equivalente aos dos picos de oxiddoamediador de elétrons TTF, juntamente
com o valor do coeficiente angular da curva awralitApos a obtencdo da curva analitica o
biossensor foi aplicado diretamente em amostrasfdgerante dietético e ndo dietético, bem
como em amostras de adocantes comerciais, ondm i@alizados testes comparativos da
resposta dos biossensores.

Para o eletrolito puro e amostras de refrigerargtético e de adocgantes, ou seja,

onde ndo h& presenca de D-glicose e D-frutoseurssoa auséncia de corrente de pico,
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enquanto que para as amostras de refrigeranteie@iacb, houve um valor significativo de
resposta de corrente, indicando a presenca doaragiem estudo.

Com o propdésito de verificar a influéncia de inteehtes e o efeito de matriz, foi
construida uma curva analitica para a D-glicoseam @ D-frutose, em amostras de
refrigerante dietético e adocantes, onde forandabtas menores quantidade destes acucares.
Para o refrigerante ndo dietético, foi determinadelor inicial dos acucares presentes nas
amostras.

Pode-se afirmar que a utilizacdo dos biossensassalos nas enzimas GOx e FDH
mostraram-se eficientes para a determinacédo des@3ID-glicose e D-frutose nas amostras
analisadas (com diferenca significativa nos valalesorrente), apresentando uma resposta
rapida, além da eliminacéo do efeito da matriz.

A utilizacdo do mediador de elétrons (TTF) possdil a reacdo em potencial

proximo de zero, diminuindo o efeito de interfeemné evitando a desnaturagéo das enzimas.

Palavras-chave glicose oxidase, frutose dehidrogenase, camaaasoaganizadas,

biossensor, aclcares, enzimas
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ABSTRACT

This work describes the preparation, charactedmatand application of a
bienzymatic biosensor based in the glucose oxidagefructose dehydrogenase immobilized
on self-assembled monolayer of cystamine for sggantification in foodstuff.

After the modification of the gold electrode witlystamine, the biosensors were
developed and optimized for best responses. Omiimiz parameters were: mediator
tetrathiafulvalene (TTF) concentration, glutaralgdd percentage, temperature and life time
of the biosensor.

With the best conditions established, the anallytiederminations of d-glucose and
d-fructose in pure phosphate buffer were condubtethe standard additions method and the
results obtained by cyclic voltammetry and chronparametry. The oxidation peak current
related to the TTF voltammetric behavior raisedppraonally to the increasing concentration
of d-glucose or d-fructose, in a given and conspaik potential. The methodology detection
limits were found using the standard deviation @fh tthronoamperograms of the blank
solution, in the potential value correspondinghattof TTF oxidation, and the slope of the
analytical curve. After the analytical curve aceument the biosensor was directly applied in
samples of diet or non-diet softdrinks, as wellim€ommercial sweeteners samples, with
comparative tests of the biosensor responses.

For pure electrolyte and for diet foodstuff samples, were there is not expectation
for d-glucose or d-fructose existence, it was detbdhe lack of the voltammetric peak
associated with the mediator oxidation. In non-danples, a pronounced voltammetric peak

was obtained, testifying the presence of suganeretectrolytes under study.
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The matrix effect was verified by means of an atiedy curve obtained for both
analytes (d-glucose and d-fructose), in diet andeseners samples, properly spiked with
known amounts of each analyte.

It can be concluded that the utilization of theseaiosor based in GOx and FDH
showed to be efficient for d-glucose and d-fructdséerminations in the analysed samples,
with a fast response time and elimination of thdrmaeffect. The mediator promoted the
electrochemical reaction to occur in potentials/v&@ose to zero, minimizing the interferences

or the enzyme denaturation.
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1 INTRODUCAO
Neste capitulo inicial sdo abordados alguns tralsalenvolvendo o uso de

monocamadas auto-organizadas saif-assembled monolaye(SAMs) na construcdo de

biossensores. Aspectos como confeccao, propriedadpicacdo de biossensores destinam-
se a mostrar a boa funcionalidade destes disposijtdomo tempo de vida, tempo de resposta,
limites de deteccédo, dentre outros. Propriedadesritantes envolvendo as enzimas glicose
oxidase (GOx) e frutose dehidrogenase (FDH) parastoacdo de biossensores sao

apresentadas de maneira que sejam mostradas sagtesticas principais.

1.1 Consideracdes Gerais

A simplificacdo de uma metodologia analitica querpie um teste rapido, barato, e
preferivelmente sem nenhum pré-tratamento da amasser analisada, € ainda um grande
desafio e continua sendo o foco de atencdo de m$meeabalhos dentro da Quimica
Analitica. Neste sentido, 0os sensores quimicos uémpapel fundamental, uma vez que
possuem elevada sensibilidade e s&o faceis de ziroeu utilizar. Dessa forma, o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos é umsaddsas de maior e mais rapido
crescimento na area de Quimica Analftica

Buscando minimizar problemas encontrados com aizagdo de sensores
eletroquimicos, como a passivacdo gradual de syeerfézie, que €é consequéncia
principalmente da adsorcdo dos produtos da prdpdaedo redox utilizada na deteccéo, ou
ainda, dos sub-produtos destas reacdes que podgnuliserizar e se depositar sobre a
superficie dos eletrodos, surgem os eletrodos qaimménte modificados (EQM), os quais

proporcionam uma variedade de efeitos atrativosni@o a superficies com caracteristicas
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que podem diminuir muitos dos problemas apresestguos sensores eletroquimicos
tradicionais.

Dentro deste contexto, 0os biossensores se des@®adop a sua aplicacdo em um
grande numero de procedimentos analiticos e comsoees especificos que permitem a

monitorac&o e o controle de processos bioquirhicos

1.2 Biossensores

A construcdo de biossensores tem sido uma alteanati preparacdo de sensores
seletivos que tem propiciado bons resultados rieaggalo em analises de alimentos, clinicas e
controle ambiental. Recentemente, o interesse sengdelvimento de biossensores se da pela
versatilidade, simplicidade, seletividade, relatlv@ixo custo de construcdo para andlise e
deteccdo de compostos dos mais diversos interggsescial para miniaturizacao, facilidade
de automacdo de equipamentos simples e portatesupa monitoramentin situ rapido.
Estas caracteristicas fazem dos biossensores idiapospromissores para aplicacées
eletroanaliticas

Um passo fundamental para o desenvolvimento desdngsres relaciona-se a
maneira pela qual o derivado biologico € imobilzath superficie do eletrodo. Existem
alguns passos no processo de imobilizacdo amplamempregados como 0 uso de
membranas lipidic4s® Néfion', polimeros condutorBsmonocamadas auto-organizadas -

“self-assembled monolayers” (SAMs§, matriz de sol-gét*? dentre outros.
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1.2.1 Aspectos e Definicdes dos Biossensores

A ciéncia dos biossensores é uma area multidisaiplpara a qual ndo existe uma
forma de delineacdo. A rapida proliferacdo dos d@nsores e sua diversidade podem
justificar as varias formas de definicdo de umd$Bosor que se encontram na literatura.

Biossensores podem ser considerados um subgrupsedssres quimicos e estes
apresentam definicdo e classificacédo estabelédida® isso, de alguma forma, muitas das
definicbes de biossensor propostas estédo rela@sra@im a de um sensor quimico.

Uma caracteristica dos biossensores que os difarelos sensores quimicos € a
especificidade da analise. As divisées de Quimioalifica e Fisico-Quimica da IUPAC
propuseram uma definicdo para biossensor que, rapes#io ser ainda definitiva, € bastante
representativa: “Um biossensor € um dispositivo@uapaz de fornecer informacao analitica
“especifica”, quantitativa ou semi-quantitativa n@ um elemento de reconhecimento
bioldgico o qual estd em contato espacial direto etemento de transducdd™ Entéo, da
mesma forma que um sensor quimico, um biosserfsom@do de duas partes: 0 componente
de reconhecimento, neste caso biologico e o tramsddo caso do biossensor enzimatico, o
componente bioldgico faz o reconhecimento da sobstgprocurada por meio de uma reacao
quimica, gerando um sinal que pode resultar de wamacdo na concentracdo de proétons,
liberacdo de gases, emissao ou absorcao de luss@nde calor, variacdo de massa, mudanca
de estado de oxidacao, etc. O transdutor convstéestnal em uma resposta mensuravel tais
como: corrente, potencial, variacdo de temperattra, Diferentes componentes bioldgicos
podem ser usados para construir biossensores, @rganismos, tecidos, células, organelas,
membranas, enzimas, componentes de enzimas, rexgptmticorpos, acidos nucléicos,

moléculas organicas, dentre outros. Em principimlquer componente biolégico pode ser
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combinado com algum transdutor adequado para prodeebiossensor operacional. Dessa
forma, a definicAo de um biossensor evolui do cbmaéssico de um eletrodo associado a
uma biomolécula para uma variedade de métodostianslie dispositivos baseados em
biocatalise®*’.

Geralmente, os biossensores, assim como 0s sengm@sm ser classificados
conforme a natureza do transddtorpotenciométrico, amperométrico, condutométrico,
piezolétrico, Gptico ou térmico. Dentre estes, aepciométricos e amperométricos tém sido
0S mais utilizados, uma vez que sao mais rapieéos,\&eis e precisos.

A seletividade, habilidade para discriminar um ewliferentes substratos, que é uma
das caracteristicas mais importantes de um biossedsuma funcdo principalmente do
componente bioldgico, por isso, enzimas foram eiceam sendo o elemento bioldégico mais
usado na construcdo de biossensBres

Um biossensor enziméatico é composto de maneiral gerauma fase sensora
(material biol6gico) que converte uma substancianteresse (analito) em outra, que possa
ser monitorada por um sistema de transducéo, cemqueaatizado na Figura 1. Dessa forma,
imobiliza-se o material biolégico em uma membradagaada, acoplada a superficie do
transdutor, e este monitora o desaparecimentogdenaleagente ou a aparecimento de algum

produto da reacdo do material biolégico com o satistle interesse.

A maior proporcao de trabalhos reportados na titesautilizando biossensores até o
momento, indica sistemas que utilizam enzimas coraterial biologicd®>2 Isto se deve ao
fato destas biomoléculas catalisarem reacfes semeata um determinado substrato
especifico. Desta forma, o fundamento para sensmamaticos é a conversao do analito de

interesse em um produto detectavel.
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Figura 1. Esquema de funcionamento de um biossé&hsor

Quando um biossensor enzimatico € imerso em sqglucéobstrato difunde-se para
o interior da membrana, onde se encontra o mataniigico imobilizado, o qual catalisa a

reacao, formando-se os produtos ou consumindoageinées, como apresentado na Equacao

(1)34'
Substrata- Reagenté] Hfﬁeﬁaﬁﬁlﬁtﬁ?a Produtos (1)

1.2.2 Desenvolvimento dos Biossensores: Aspectos Hist@sc

Desde o desenvolvimento do primeiro biossensor p@didas de glicose no sangue,
descrito por Clark e Lyons em 1982que constituiu da juncéo do sensor de oxigénscrite
por Clark, responsavel pela transducéo do sinah, wm biocatalizador, a glicose oxidase, 0
elemento sensivel a glicose), iniciou-se uma carad desenvolvimento dos mais variados
tipos de sensores. Dessa forma, o primeiro biossamsistia na imobilizacdo da enzima
glicose oxidase (GOx) entre duas membranas dispsstare um eletrodo de Clark (Figura
2A). O analito (glicose) e o oxigénio podem atraaes primeira membrana para reagir com

a enzima. Depois, 0 oxigénio remanescente podetrpem@& segunda membrana e difundir
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até o eletrodo (Figura 2B). Uma diferenca de paétdnle -0,7 V € aplicada entre o catodo de
platina e o anodo de prata, favorecendo a redug&uxigénio sobre o catodo de platina. A
concentracdo de glicose ser& proporcional a digéouda quantidade de oxigénio (uma vez

que é consumido pela rea¢do enzimatica), monitgradadiminuicdo da corrente de reducao.

@  a=anodo de prata
. .C b = catodo de platina
¢, d = o-ring
e = gel eletrolitico
f = membrana de Teflon
g = camada enzimatica
h = membrana de celofane
° -\_/— ®
9
h
|( B) enzima ‘
(GOx)
. eletrodo
glicose > 0,
A
M, M,
M,= Celofane gel eletrolitico
M, = Teflon

Figura 2. Esquema da montagem (A) e representacdo esquerdétifincionamento (B) do biossensor de
glicose desenvolvido por Clark e Lydhs

O elemento de reconhecimento molecular utilizad®m @nzima glicose oxidase, a
qual catalisa a oxidacédo @eD-glicose pelo oxigénio molecular, produzindo ginclactona
e peroxido de hidrogénio. Durante o processo deaggio da glicose, o cofator flavina
adenina dinucleotidio (FAD) € reduzido a FAPHKeguida pela oxidacdo do cofator
enzimatico pelo oxigénio molecular, com a formadaoH0,. O HO, difunde através da
membrana interna, para a superficie do eletrodde @noxidado para formar,OComo ha

presenca de glicose no sangue, esta é oxidad&@la@ue esta imobilizada no sensor.

A reacao ocorre como mostrado nas reacdes abaixo:
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B —D—glicose- GOx(FAD)- gliconolatmna+ GOx(FADH) (2)

GOX(FADH,) +0, — GOX(FAD)+H,0, (3)

Em 1967 Updike e HicR& retomaram a idéia do biossensor amperométrico,
melhorando o sensor de Clark e Lyons, fazendoca o suporte de imobilizacdo por gel de
poliacrilamida com a enzima imobilizada por aprnsimento.

O primeiro eletrodo enzimatico potenciométrico vieigo em seguida (1969) para a
determinacdo de uréfa fazendo-se a imobilizacdo de urease em uma metriapriada e
acoplada a um eletrodo de vidro sensivel a cador@io.

A partir desses trés sensores com transdutorescesetabriu-se um campo vasto
para a pesquisa dos mais variados biossensoreadgdiem medicina, quimica ambiental, na
pesquisa da quimica em geral e na industria. Emo®ide popularizacdo dos biossensores
pode-se destacar aqueles comercializados para ane@idglicose, empregando a glicose
oxidase imobilizada em tiras descartaveis, conlscodmo glicosimetros. O funcionamento
de um glicosimetro consiste em um eletrodo de lnabeonstituido por trés camadas. A
camada externa € um filme de policarbonato querrdgaerel a glicose, mas impermeavel a
proteinas e outros constituintes do sangue; a carirddrmediaria € constituida de uma
enzima imobilizada, a GOx; a camada interna é umabnana de acetato de celulose que é
permeavel a moléculas pequenas, tais como peré@edodrogénio. Quando este dispositivo
€ imerso em uma solucdo contendo glicose, estdiseld através da membrana externa para
a enzima imobilizada onde ocorre a reacao, formamido gliconico e bD,. A caneta
medidora de glicose é um exemplo interessantete@®m termos de sensores existentes e
comercializados para determinacdo de glicose ensopssdiabéticas, pois permite o

automonitoramento de glicose no sangue em 30 segumédm baixo custo. Este sensor

7
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possui uma ponta trocavel com glicose oxidase ilizaldia que é utilizada para receber uma
gota de sangue da pessoa e a concentracdo deeg@idios diretamente em um visor digital

na outra extremidade da cariéta

1.2.3 Classificacdo dos Biossensores

O acoplamento eletrénico entre o material biolégico eletrodo nos biossensores
pode ser realizado por meio de diferentes mecasisBependendo do mecanismo utilizado
na transferéncia de elétrons, os biossensores paeéerslassificados em trés grupos: de

primeira, de segunda e de terceira geracao.

1.2.3.1Biossensores de Primeira Geracao: O Eletrodo degéxio

Quando o acoplamento eletrénico entre a enzima eettodo é baseado na
eletroatividade do substrato da enzima ou no poogetado da reagdo enzimatica, como pode
ser visto na Figura 3 (A), tem-se um biossensorpdmeira geracdo, onde o sinal
amperométrico é produzido pela oxidacdo ou redugicubstrato sobre a superficie do
eletrodo. Varias enzimas, dentre elas a enzimaggioxidase (GOx), foram utilizadas nesta
classe de biossensores, monitorando-se o consum@.deu a producéo de J@,. O
biossensor de glicose descrito por Clark e Lyonsnésensor de primeira geracédo, uma vez
que o sinal amperométrico é gerado pela reducd0,dBste método apresenta uma série de
desvantagens, tais como: o nivel ¢ged® meio onde o sensor opera deve ser cuidadosament
controlado, de outro modo, a resposta do eletradiménuicdo de @nao sera proporcional a

concentracéo de glicose.
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Os sensores baseados na deteccdo amperométrica,@jo gerado na reacao
enzimatica também sdo de primeira geracdo. Esssgdet pode ser feita ajustando o
potencial do eletrodo a +0,65 V e medindo a coereetoxidacéo do 40..

Este tipo de configuracdo também apresenta proBlataainterferentes, uma vez
que, devido ao elevado potencial de trabalho (+0)g8odem-se oxidar, diretamente sobre o
eletrodo, outras espécies presentes na solucam. diso, o sinal final também é dependente

da concentracéo de,@o meio de traballd

1.2.3.2Biossensores de Segunda Geracao: Mediadores Aaisfic

Quando a eletroatividade € medida pelo auxilio édiatores livre em solucao ou
imobilizado juntamente com a enzima, tem-se umskiosor de segunda geracdo, mostrado
na Figura 3 (B). O mediador tem a finalidade deinlifin 0 potencial de deteccéo, de modo a
reduzir a interferéncia causada por outros compagie possam se oxidar diretamente sobre

o eletrodo.

1.2.3.3Biossensores de Terceira Geracao: Transferénci@faide Elétrons

Nesta classe de biossensores existe a transferéivetm de elétrons entre a
superficie do eletrodo (transdutor) e o centrooatia enzima, evitando etapas intermediarias,

visto no Figura 3 (C).



asc Introducao

===(@) (a)

e Substrato
Eletrodo " HO,
“~-— Produto
e
(b)
Eletrodo Lot Mo _.--~Substrato
f 1
: o~ o ~_
Cw 7 T M7 -= Produto
(c)
Eletrodo _.—-~"Substrato
¢l :
"~ = Produto

Figura 3. Representac¢éo dos diferentes funcionamentos deassensor.

Para permitir a transferéncia direta de elétrortseea proteina e o eletrodo, a
distancia entre o sitio ativo da enzima e o eletrddve ser a de maior aproximacao. A
transferéncia direta s6 é possivel quando as nmakde enzima formam uma monocamada
sobre o eletrodo. O grande inconveniente € quaamas tendem a desnaturar quando em
contato com o eletrodo, levando ao envenenamentoedono. Uma alternativa para prevenir
a desnaturacdo da enzima € a modificacdo da stipesfide esta se adsorverd, promovendo
uma imobilizacdo com orientacao preferencial danemzQuando essa orientacdo ocorre com
o centro ativo dirigido a solucéo, portanto dispehipode-se incrementar drasticamente a
corrente, uma vez que todas as biomoléculas podetnlir com o sinal, enquanto que no
caso de moléculas adsorvidas de maneira ndo-aspealijumas poucas contribuirdo.

Séo varios os métodos de modificacdo da supedieteddica para promover uma
imobilizacdo adequada do material biolégfcmarantindo assim, a funcionalidade do

biossensor, com um tempo de vida maior. A segoiragiiesentados a importancia da escolha
10
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do material biolégico e os meios utilizados parareoragem das biomoléculas para a

construcdo dos biossensores.

1.2.4 Escolha do Material Bioldgico

A escolha do material biolégico € a primeira etppea a confeccdo de biossensores.
O elemento biolégico devera reagir seletivamente e@nalito a ser determinado

O sistema de reconhecimento biolégico transformanémmacfes do dominio
bioquimico, gerando sinais quimicos ou fisicos cemnsibilidade definida. O principal
propésito deste sistema € permitir ao sensor uwaéte grau de seletividade para uma
determinada espécie de interesse analitico. Oseatem biolégicos mais regularmente
empregados sdo as enzimas, que podem ser utilizedasia forma purificada, estarem
presentes em microorganismos ou em porc¢des dentanichal ou vegetal. As enzimas séo
catalisadores biologicos usados em reacdes com ubmtrato especifico, com maior
reversibilidade do complexo enzima-substrato foilmn&ks anticorpos sao a segunda classe de
elementos bioldgicos mais utilizados no desenvavito de biossensores. Porém, seu modo
de acao é diferente daquele encontrado nas enzioiagseles se ligam especificadamente e
mais fortemente com o antigeno especifico, masnaiaria das vezes, sem nenhum efeito
catalitico. Por este motivo, sdo capazes de prap@c alta sensibilidade para seus
biossensores. Os acidos nucléicos também séadbtlzcomo elementos de reconhecimento,
mas em menor frequéncia, por serem dificeis daris@éles podem operar seletivamente
devido as caracteristicas dos pares de basesaritidgs. E, bem menos utilizados, existem o0s
chamados receptores, que sao proteinas que sa situmembrana plasmatica de bicamadas

lipidicas e possuem propriedades especificas aammecimento. Alguns materiais abiéticos

11
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sao atualmente classificados como elementos dalreconento, pois possuem a capacidade

de mimetizar os sistemas biolégicos molecularniénte

As vantagens e desvantagens de cada elemento afeheeonento estdo melhores

descritas na Tabeld®™

Tabela 1.Caracteristicas relevantes dos materiais utiligatono elemento de reconhecimento na construcéo de

biossensoré&

Elemento de Vantagens Desvantagens
Reconhecimento
Enzimas -formam complexos estaveispodem perder a atividade apés
com a espécie de interesse imobilizacao
-sdo bastante seletivas | -séo estaveis por um periodo
-possuem resposta rapida relativamente curto de tempo
Anticorpos -sdo altamente seletivos| -ndo possuem efeito catalitico

-sdo bastante sensiveis
-a ligacdo com o anticorpo
muito estavel

-0 imunocomplexo antigeno-
e anticorpo formado é
irreversivel na maioria das
vezes

Acidos Nucléicos

-sao bastante especificos

-por gerarem baixa ¢ernes
maioria das vezes, ha
necessidade do uso de

marcadores
Receptores -muito utilizados em -biossensores dificeis de
analises especificas construir

-possuem custo muito elevado
-sao dificeis de isolar

1.2.5 Formas Usuais para imobilizacdo de Biomoléculas e@ubstratos Soélidos para

Confeccéo de Biossensores

Para permitir a construgdo e o uso continuo desbis®res mais sensiveis, robustos

7

e de maior confiabilidade, € essencial uma incagis estdvel dos elementos de

reconhecimento com uma comunicacdo direta entrenddéxulas e a superficie do

eletrod§"*? e esta tem sido uma etapa critica no desenvaiamdestes dispositivos

analiticos. Isso porque os biocomponentes, quandbilizados, precisam reter a maior parte

de sua atividade biolégica, para que o biossensssgpapresentar sensibilidade significativa

12
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para o composto alvo. Existem varias técnicas @dmaobilizacdo das biomoléculas, porém
as mais comuns séo a ligacédo covalente, a ligap@aente cruzada, o encapsulamento em
géis ou membranas e a adsorcao fisica. Todos m&fedos possuem numerosas variantes e
se faz necessario selecionar o método mais apdopneara cada caso em particular,

considerando-se o tipo de aplicacdo que seraadaliez o transdutor utilizado.

Adsorcao

Ligacdo CovalenteCruzada

Figura 4. Esquema dos principais métodos de imobilizacaelelmento biolégict.

As formas mais comuns de imobilizacdo de enzimdsmposer descritas como:

+ Ligacdo covalente:este tipo de imobilizacdo € realizado por ligac@esgrupos

funcionais néo ativos das biomoléculas (ndo esakepara sua atividade catalitica) e grupos
reativos (hidroxila, carboxila, amino, tiol) ligagloa superficie sélida do suporte insolavel. O
ataque covalente geralmente envolve trés etapas:ativacdo da superficie do sensor, (ii) 0
acoplamento do elemento de reconhecimento e @iocdo das moléculas fracamente
ligadas. Este método resulta em elevado tempodiedo biossensor devido ao fato de que
nao se produz perda da biomolécula durante a 8iza¢éo; por outro lado, a modificacdo de

enzimas, por exemplo, pode levar a uma queda maade catalitica da mesma. Dessa
13
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forma, é importante que os sitios ativos nas biémubas ndo sejam afetados pelo processo de

imobilizagéo, para que ndo se perca sua atividade.

+ Ligacdo covalente cruzada:esta imobilizagdo baseia-se também na formacdo de
ligacdes quimicas cruzadas entre 0s grupos amineugdorte com 0s grupos amino das
biomoléculas, empregando-se reagentes bi ou muitdnais (glutaraldeido; 2-isocianato-4-
isotiocianato tolueno; 2,4, biscloreto sulfonil é&netc.). Porém, apesar de ser um método
bastante simples, nem sempre é facil controlapadi¢cdes experimentais e a integridade do

elemento biolégico pode nao ser totalmente cordeola

= Oclusdo em geleste método consiste no confinamento do mateoédico na grade
de uma matriz polimérica (agar, poliacrilamida,oélc polivinilico) ou em membranas
semipermeaveis, usando condicbes moderadas. Nestespo uma ampla variedade de
materiais pode ser avaliada e altas concentragbb®tholéculas ativas sdo imobilizadas. As
matrizes mais comumente empregadas sao as gelatiasrilamida, colageno, triacetato de
celulose, alginato e outros. Teoricamente este dpoimobilizacdo pode ser aplicado a
qualquer biocomposto, porém podem ocorrer problenedecionados a lixiviagdo dos
elementos de reconhecimento para a solucdo dewvslaliterentes tamanhos dos poros dos
polimeros ou membranas, além de impedimentos estépara 0 substrato interagir com a

biomolécula, quando os poros das matrizes sdo o as moléculas.

* Microencapsulamento neste método, o biomaterial é confinado entre bmanas.
Uma configuragdo muito utilizada para a construgd® biossensores enzimaticos
amperométricos € imobilizar uma enzima (geralmanta oxidase) sobre um eletrodo e entre

duas membranas.

14



asc Introducao

= Adsorcdao fisica:envolve a adsor¢cdo de enzimas em suportes insslquel resulta
geralmente em interacdes de tipo ibnica, polartgsode hidrogénio ou hidrofébicas. Esses
suportes geralmente possuem superficie ativa dofuenm como excelentes adsorventes e
incluem a alumina, resinas de troca idnica, betdprgrafite, vidro, etc. A adsorcao de
biomoléculas é o método mais simples de prepardeduossensores, embora a unido seja
muito fraca, resultando na perda de material e ésmge vida muito curtos, pois as
biomoléculas podem ser facilmente lixiviadas pamsolaicdo por fatores como variacdo da
forca ibnica, solvente e pH do meio. Em geral, épte de procedimento de imobilizacéo é
raramente utilizado na construcdo de biossensdessio ao fato de proporcionar aparatos
poucos sensivers

Na Tabela 2 é mostrado um resumo de todos os tposnobilizacdo tratados
anteriormente, apresentando-se as vantagens entlggmas dos métodos. Os procedimentos
citados, apesar de serem os métodos de imobilizagd@emento de reconhecimento mais
amplamente empregados, sdo artificios que norménpeaduzem uma superficie altamente
desorganizada, provocando mudancas conformacignaisafetam a atividade funcional do
componente bioativo. Assim, cabe ressaltar novameqie somente uma pequena
porcentagem das biomoléculas na superficie doodletpermanece ativa e mantém sua

capacidade de interagir seletivamente com as makdo analitd'.
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Tabela 2.Procedimentos de imobilizacdo de biomoléculasuparsicie de sensor¥s

Tipo de Imobilizagéo Vantagens Desvantagens
Adsorcéo -simples -ligacdes das biomoléculas sao
-realizados em condi¢cbeg dependentes do pH, solvente e
brandas temperatura
-menos destrutiva para o] -alta taxa de lixiviagdo para a
material biolégico solucéo, comprometendo a
estabilidade do sistema
Ligacdo Covalente -complexo estavel -procedimentos mais
biomolécula-substrato laboriosos com consumo de
-lixiviagdo das moléculas ¢ tempo
minimizada -possibilidade de perda da

-maior sensibilidade atividade biol6gica do material
Ligacdo Covalente Cruzada -procedimentos simples -dificuldade de controle da

-forte ligacao quimica das reacao
moléculas -pode ocorrer falta de rigidez
da superficie
Ocluséao -podem ser utilizados | -o efeito do tamanho dos poros
diversos materiais dos materiais pode
-preservacao da atividade = comprometer a adsorcéao,
biol6gica havendo lixiviacao

1.2.6 Desempenho Analitico dos Biossensores

Para garantir uma boa funcionalidade em andlisésiicas, o biossensor deve
possuir algumas propriedades, tais c¥mo
- Excelente estabilidade:esta diretamente relacionada com o tipo de ingzgéio da
camada do material biolégico.
* Bom tempo de respostapara se obter uma resposta o substrato devee dijundir
do seio da solucdo até a superficie do biosse(®odifundir através da membrana externa e
reagir com o sitio ativo do material biolégico (®) produtos formados devem difundir-se até
a base do sensor para serem detectados. Dessa ¢otemapo de resposta de um biossensor
geralmente é controlado pela espessura da camadatddal biolégico imobilizado.O tempo

de resposta de um biossensor pode ser afetadodpios fatores, como: pH da solucao,
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concentragcdo do substrato, disponibilidade de aaat ativadores e inibidores enziméaticos,
temperatura, tempo de resposta do transdutor,edeuatros.
= Boa seletividade e exatid&oa seletividade de um biossensor serd tanto maemto
menor for o efeito dos interferentes. As interferés sdo devidas a duas categorias: (a)
interferéncia na reacdo do biocatalisador e (leyf@téncia no transdutor.

Para conseguir um biossensor com as propriedadasionadas acima, diversos
parametros devem ser otimizados, tais como: pHataltho, solugcdo tampao, concentracao
do material biolégico imobilizado, espessura e ftif@imobilizacdo da camada biologica,

temperatura, inibidores e interferentes.

1.2.7 Mediadores

O reconhecimento molecular se da por meio da satéinzimatica na superficie do
sensor, que promove a ocorréncia de reacdes n&odeas no sitio ativo da enzima,
liberando ou consumindo substancias eletroativasuperficie do eletrodo. A resposta
analitica do biossensor ou € proveniente da medg@roquimica destas espécies
eletroativas, cuja concentracdo é funcdo da coraggitt da espécie de interesse, ou sinal de
oxidacdo (ou reducdo) direta do sitio ativo daraaza seu estado fundamental. Como os
sitios ativos de diversas enzimas oxidorreduta&essguados muito internamente em suas
estruturas tridimensionais, tais enzimas nao poeetrar em contato elétrico direto com a
camada inerte do sensor, mesmo estando em coigeto ¢om esta camada. Este contato
elétrico pode ser estabelecido por meio de mediadide elétrons.

O papel do mediador € estabelecer uma espécientiEt@@létrico entre o sitio ativo
da enzima e a camada inerte do sensor, por meseglante mecanismo: o mediador sofre

um processo redox no sitio ativo da enzima, reczindo-a a seu estado fundamental, para
17
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em seguida sofrer um processo redox inverso narfgzipedo eletrodo, sendo também
reconduzido a seu estado fundamental, completand@iclo que restaura a enzima e o
mediador.

O mediador se comporta como uma espécie de mensdgae conta ao eletrodo
inerte” o que se passou no interior da enzima.

Assim, o uso de mediadores tem sido de extremartampma para viabilizar ou
otimizar o desenvolvimento de diversos biossensdeasais, a dopagem do eletrodo com
mediadores de elétrons, € um recurso amplament®d ysra aumentar a seletividade em
biossensores amperométricos, uma vez que a predenta@diador possibilita um potencial
de trabalho numa regido mais proxima a zero vols imune a interferéncias de outras
espécies eletroativas™

Sendo assim, mediadores artificiais sdo utilizagas substituir os co-substratos
naturais no processo de transferéncia de elétomms,a finalidade de evitar a dependéncia
com o Q (pode-se trabalhar em meios anaerébicos) e dimmpbbtencial de deteccéo, de
modo a reduzir a interferéncia causada por outr@®postos que possam oxidar-se
diretamente sobre o eletrodo.

Para serem utilizados como mediadores redox, opasiws devem possuir as
seguintes caracteristi¢as

+ Reagir rapidamente com a enzima;

+ Apresentar cinética de transferéncia de elétroreysével;
+ Baixo potencial de regeneracao;

+ Propriedades eletroquimicas independentes do pH;

+ Ser estavel tanto na forma oxidada como na reduzida

+ Na&o reagir com oxigénio;
18
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+ Nao ser toxico.

1.2.8 Uma Alternativa Atual para a construcdo de Biossermses — As Camadas
Automontadas (Self-Assembled Monolayers — SAMSs)

Atualmente, se buscam solucdes para minimizar enadd geralmente encontrados
com a utilizacdo de eletrodos sélidos como: a pas8b da superficie eletrddica, podendo
assim, aumentar a aplicabilidade e eficiéncia déas@es eletroquimicos. Nesta direcdo, uma
alternativa que vem sendo estudada recentementeméddicacdo dos eletrodos com a
formacdo de SAKP*"*® Uma variedade de materiais (por exemplo, supesfide Pt, Au,
Ag, Cu etc.) e de moléculas anfoteras (como deosadquil, alcoois, aminas, tidis etc.) tem
sido empregada na confeccdo de sistemas organfzados

Estudos experimentais, suportados pela teoria,n@strado que a velocidade de
transferéncia de elétrons pode ser sensivelmemtadal em funcdo da modificagdo da
superficie dos eletrodos. A classificacdo das esadd eletrodo pode ser feita com base no
grau de interacdo entre os reagentes e a supetticdetrodo, ocorrida durante o estado de
transicdo da transferéncia de elétrons. Os prosedsotransferéncia de elétrons onde as
interacdes entre as espécies reagentes e a sigpddieletrodo sdo fracas e ndo especificas,
geralmente sdo definidos como sobreposicdes fratzste caso, a energia livre de ativacéo
para a transferéncia de elétrons ndo é afetadgpetanidade das espécies eletroativas e o
eletrodo. Em contraste, sobreposicdes fortes nosepsos de transferéncia de elétrons
envolvem interacOes fortes entre os centros dedcedestas interacdes sao extremamente

importantes para reduzir a energia de ativacdesimadeterminar a cinética de transferéncia

A s 0
eletronica’.

19



asc Introducao

Muitos processos eletroquimicos pertencem a estaaltlasse, e suas velocidades
de transferéncia de elétrons podem ser signifieatéente afetadas e controladas alterando-se
as superficies dos eletrodos, isto €, modificareloAssim, muitos esforcos tém sido
direcionados para desenvolver diferentes abordagensodificacdo das superficies dos
eletrodos.

Existem muitos métodos para formar camadas funigofiaas sobre estas
superficies. A utilizacdo de polimeros é um exemplaem sido muito utilizad®>"*2
Contudo, as estruturas dos polimeros geralmentsap@am uma grande variacdo em suas
massas molares, desse modo, € dificil realizamtrale das funcbes e das propriedades da
camada modificadora em nivel molecular. Além digsqraticamente impossivel discutir
quantitativamente o mecanismo de transferéncialéers e suas propriedades. Estruturas
mais ordenadas podem ser melhor controladas spegfisie for modificada por deposicdo
sequencial de monocamadas de moléculas funcidweste caso, € muito mais facil discutir a
relacdo entre a estrutura e a funcdo da supenfioificadad’.

A formagdo de monocamadas espontaneamente adsoreid&AM, de tidis sobre
superficie metalica constitui um método bastanter@éssante de obtencdo de uma superficie
com alto grau de ordenacéo controlada quimicametitDessa forma, uma alternativa que
tem sido bastante estudada, nas ultimas décadasa paobilizacdo de diferentes moléculas
sobre um substrato sélido, envolve a formacdo das1°8® Este tipo de modificacdo
emprega camadas monomoleculares que exibem umarghaizacdo e que sao formadas
espontaneamente como consequéncia da imersdo deswpesgficie solida em solucéo
constituida de moléculas anféteras. Enquanto qadsarcdo deste tipo de molécula é um
resultado da afinidade de um grupo funcional dooma@fte, que apresenta certa

especificidade para interagir com a superficieudissato, a forca motriz para a organizacao
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origina-se a partir de interacdes hidrofébicas (peemplo, do tipo Van der Waals) das
cadeias longas ligadas ao grupo funcional. Umaedade de materiais (por exemplo,
superficies de Pt, Au, Ag, Cu etc.) e de molécaldsteras (como derivados alquil, alcoois,
aminas, tiois etc.) tem sido empregada na confeded&@istemas organizados.

Os ti6is apresentam uma forte afinidade com osimdemtransicat. Isto se deve,
provavelmente, a possibilidade desses compostasafem mdultiplas ligacbes com a
superficie metalid Experimentalmente, observa-se que essas intaragigtentes entre o
adsorbato e o substrato sdo bastante fortes. Bafeesestes compostos formam ligacbes
bastante estaveis com superficies comt’'/g®, CUf? PF2,

Existem basicamente trés abordagens por meio das @$ SAMs tém sido
desenvolvidas e aplicadas em eletroquimica. Elas dassificadas de acordo com o
mecanismo de fixagdo da monocamada sobre supsrf§diikdas. As SAMs podem ser
classificadas de acordo com o0 seu mecanismo deafixda monocamada sobre o eletrodo
s6lida®. O primeiro tipo de SAM fixado sobre eletrodosidds foi descrito por Maoet al®,
que realizou a formagéo de monocamadas organizéalasprocesso de silanizaé&® Os
autores demonstraram que alquiltriclorosilanos esofuperficies polares (por exemplo,
possuindo grupos hidroxilas) levavam a formacdo menocamadas organizadas
quimicamente ligadas a superficie. A silanizac&o $&o largamente usada como um meio
de modificacéo de superficies de eletr8fos

O segundo método para a confeccdo de SAM é por deetécnica de Langmuir-
Blodgett (LBf® e envolve a formacdo de membranas lipidicas smhedetrodos sélidos, ou
seja, utiliza moléculas como acidos graxos, quassdissolvidos em solvente organico volatil
apropriado e dispersas sobre a superficie da &miala em uma cuba, denominada cuba de

Langmuir, e com a compressao do filme formado, aenlas tomam a conformacdo mais
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estavel, ou seja, a porcao hidrofilica interage ecsnperficie da 4gua e sua parte hidrofébica
€ projetada acima, as moléculas sdo pressionada®ritalmente até a formacdo de uma
camada, que apresenta uma espessura igual ao s@nfwi da molécula dispeféaA
adsorcao, neste caso, € geralmente fraca e a maganidas moléculas € estabilizada devido a
forcas intermolecularéy

A terceira categoria de monocamadas auto-orgarszada usada neste trabalho,
utiliza a adsorcéo irreversivel de alcanos fundipados sobre superficies metalitas
sendo que os sistemas mais comumente usados t@rsstibis sobre superficies de atiro
devido a estabilidade da ligacdo RS-Au, resultaml@btencdo de uma estrutura molecular
ordenada, especificadamente orientada. Adiciondbmen capacidade do uso de tidis com
diferentes grupos funcionais torna possivel o dedeimento de superficies com
propriedades e func@es distintas, viabilizandoragi@es quase especificas entre a superficie
eletrédica e o material biolégico, com alto grawcdatrole sobre sua arquitetura molecillar
Um emparelhamento perfeito entre os alcanotidis{gente com uma inclinacdo de 20 a 30
graus em relac@o a normal da superficie) e o tetdmouro resulta numa estrutura altamente
ordenada, como mostra a Figura 5, e tem feito déstiema objeto de um grande nimero de

estudos por meios espectroscopicos, microscopietetrequimico¥.

22



asc Introducao

Interface organica:
-determina as propriedades superficiais
-presenca de grupos funcionais terminais

Interface organica:

-atua como barreira fisicq
-altera a condutividade
eletrbnica

Cadeia carbonica | (B
Y

Interface metal-enxofre

Grupo ligante  — £

Substrato metalico |—>

Figura 5. Esquema do emparelhamento entre os alcanotioigticalo do ouro numa camada auto-organizada.
Atomos de enxofre representados em amarelo e atenosro representados em dourado.

Essas caracteristicas tém levado a um uso extedsivaetrodos modificados com
esta ultima abordagem de formacéo de SAMs, inatugsiudos fundamentais da interacao de
proteinas com superficies metélicas, no contattri@édireto entre proteinas redox e
eletrodos, bem como na fabricacdo de biossensoeéamdicos®. Além disto, a dimenséo da
monocamada, que se situa em escala molecular, emta difusdo lenta das espécies
eletroativas para a superficie, principalmente dqoaastomparada com a cinética apresentada
pelos eletrodos modificados com filmes polimérido®s ou por compositos. As SAMSs,
ainda, reduzem as correntes capacitivas e, tambhémumulacdo de espécies indesejadas
sobre a superficie do eletrodo, evitando assinssiyecao da superficie do eletrodo.

Entretanto, a preparacdo da monocamada exerce al pandamental no
desempenho do eletrodo modificado. A estrutura daotamada depende fortemente do
substrato e de sua morfologia, da natureza do @o@pito e das forcas intermoleculares entre
as moléculas do adsorbato. Considerando-se queessesa final da monocamada € de
dimens&o molecular e que, em muitos casos, o sthsiio € atomicamente plano sobre toda

a superficie do eletrodo, a existéncia de defeitosnonocamada € inevitavel. Tais defeitos
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podem ter um efeito pronunciado no comportamergtyaguimico do eletrodo, que se pode
assemelhar a um arranjo de ultramicroeletrodosnmAss pré-tratamento das superficies dos
eletrodos é um pré-requisito importante antes datagem da monocamada. Uma grande
variedade de procedimentos tém sido reportadoslaeim tratamentos térmicos e quimicos,
ou ainda pré-tratamentos eletroquimicos, todostighjelo produzir superficies limpas,
homogéneas, relativamente planas e reproddtiv@sianto & formacdo de monocamadas, na
maior parte dos casos, € aceito que o acoplamentmsbrbato € uma etapa relativamente
rapida, que é seguida por um processo de orgaonizag#o mais lento. Estas etapas séo
usualmente realizadas em solventes organicos enpetatura ambiente, por periodos de
tempo que variam desde poucos minutos até muiase.di

A caracterizagdo da organizagdo final da monocampaolde ser examinada
empregando-se diferentes técnicas macroscopicas i@osugopicas de superficie,
principalmente espectroscopicas (espectroscopimfteermelho, raios-X), microscopia e
eletroquimicas (voltametria, impedancia etc.). &€staétodos podem fornecer muitas
informacdes detalhadas sobre a interface eletramimoamada e também sobre a estrutura e
orientacdo das monocamatfas

Devido as vantagens apresentadas pela modificagétettodos sélidos por meio de
SAM, é crescente a aplicacdo destes eletrodos etroahalitica para a determinacdo de
compostos de intereg$é’. Um dos primeiros exemplos da utilizagéo de efetsode ouro
modificados com monocamadas auto-organizadas paetamhecimento seletivo de ions
metélicos foi descrito por Rubinstedt al’®. Eles observaram que uma monocamada mista
composta por 2,2’-tiobisetilacetoacetato (TBEA)-ectadecil mercaptana (OM) sobre uma
superficie de ouro reconhecia seletivament& @a presenca de outros fons, tais comi. Fe

Esta seletividade foi obtida através de interagdggcificas entre os fons<e o TBEA, ao
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passo que o OM serviu essencialmente para blogaeaifusdo de outras espécies

indesejaveis. Num trabalho posterior, Rubinstiral.”®

utilizaram no lugar da OM, outro
agente bloqueador, o noctadecil triclorosilano (PT&ste sistema produziu uma
monocamada mais estavel em relacdo aquela obtipeegando-se OM, tornando o sistema
mais adequado para fins analiticos. Este eletroaldifitado possibilitou a determinacéo de
CU?* (10" mol LY, P (10° mol L) e Zrf* (10° mol L, determinado por método indireto)
com alta seletividade e minima interferéncia d&.Fe

Tidis de cadeias carbbnicas com tamanhos diferemtesntendo grupo terminal
COOH foram usados por Mendetsal®® para formar monocamadas auto-organizadas sobre a
superficie de eletrodos de ouro. A transferéncialéeons do par Fe(CRf para o eletrodo
foi estudada em diferentes pHs utilizando as tésnicde voltametria ciclica e de
espectroscopia de impedancia eletroquimica. MudangapH da solucdo resultaram em
variagbes na carga do grupo terminal das monocamadato-organizadas, e
consequentemente, em alteragcBes na interacdo stéddita da SAM com as espécies
eletroativas em solugéo.

Zerulla et al®?

investigaram as propriedades de diferentes mascdé tidis em

superficies de ouro, por meio de uma mistura colotdiimes de tiol, constituidos de duas
espécies diferentes quimica e estruturalmente.iz&lm a estrutura alifatica do
hexadecanetiol e o aromatico 2-mercapto-benzoti@eidT). A interacdo de ambas as
espécies depois de adsorvidas sucessivamente erdicepde ouro, foi investigada utilizando
XPS. Os autores perceberam gque o hexadecanetiotdes MBT da superficie de ouro. A

criagdo de filmes mistos teve inicio com a cobarpearcial de hexadecanetiol, seguida por

MBT, com nova possibilidade de camadas organizadas.
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Liu et al®

verificaram a formacdo de SAM por meio de nondpalds de ouro
sobre a superficie de nanotubos de carbono saabdi por molécula bi-funcional (PHT) com
terminag&o pirenil em uma das extremidades e caogtiol no final da outra extremidade.
Enquanto a fluorescéncia do PHT foi moderadamegragada pelos nanotubos de carbono, a
fluorescéncia foi quase totalmente apagada pela estrutura de nanoparticulas de ouro. O
aumento das respostas das nanoparticulas de ouiRaptan foi também observado. Estes
resultados implicaram na transferéncia de carga @anotubos e nanoparticulas de ouro.

Lin et al®® estudaram as interacdes existentes entre sistsnlégicos e superficies
modificadas quimicamente por misturas de alcaretidé cadeias longas, tais como,
HS(CH,)11NH, e HS(CH)10COOH. A adig&o de trietilamina na solu¢ao do altahdurante
0 processo de formacdo da SAM e a imersao doo@testrem uma solugdo de SAM com
10% CHCOOH ou 1% HCI na solucdo etandlica foram os do@topolos utilizados de
preparacdo. Os angulos de contato, isto é, a meldidateracdo entre uma superficie e um
determinado liquido em relacdo as suas caractagstiidrofilicas e/ou hidrofobicas, da
mistura das SAMs com terminacdes -Nél -COOH apresentaram valores intermediarios
comparados aos valores das SAMs formadas indivitekrate, indicando que ndo héa
diferencas na hidrofilicidade da superficie modifia. Analises de espectroscopia de foto
elétrons excitados por raio-X (XPS), mostraram gsienisturas eram mais ricas em grupos
—NH,, fato associado a adsor¢cédo preferencial da maémin grupos terminais —NHha
competicdo adsortiva. Porém a adsorcao de maiscoiag com grupo funcional —NH
provocou uma menor adesao do material bioldgicpligando na incompatibilidade entre os
materiais.

84
I

Bertottiet al.™ prepararam e caracterizaram SAMs formadas petagitsde cistina

(cistina-SAM) sobre a superficie de ouro. O efeitotransferéncia eletrénica por meio do
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eletrodo modificado foi avaliado utilizando Fe(GNf como espécie redox em diferentes
valores de pH, por meio de técnicas como a voltaneiclica e a espectroscopia de
impedancia eletroquimica. As respostas obtidas oitamograma reversivel da superficie
com cistina-SAMs, indicaram que a transferénci&r@hca nao foi afetada pelo bloqueio da
superficie. As medidas de impedancia mostraram lg@ieuma dependéncia entre a
transferéncia eletrbnica e a protonacdo dos grapides e basicos da molécula de alcanotiol.
Um aumento na resisténcia de 600 a 1200 devido as solucdes com valores de pH entre
4,9 a 8,0, foi observado, este comportamento feb@ado a repulsdo entre 0s grupos
negativamente carregados. Com as medidas de miangbade cristal de quartzo foi possivel
calcular a &rea recoberta pela adsorcéo de™lrid) L™ da solucdo de cistina na superficie
do cristal, obtendo uma massa de 58 ng correspondendo a 1,4xXf0noléculas/crh

Chaki e Vijayamohandh apontaram as seguintes vantagens na utilizacdo de
camadas automontadas para a imobilizacdo de bioola
* Séo faceis de serem formadas;
* Formam estruturas ordenadas;
= A versatilidade na variacdo, por meio de grupositumais diferentes, permite que se
obtenham superficies com caracteristicas hidro&8bicu hidrofilicas e ainda permitindo
reacoes de imobilizagéo;
= Apresentam razoavel estabilidade por um periodgdotie tempo, permitindo que
sejam utilizadas para a realizacdo de um grandemide medidas;
* Podem formar membranas que lembram ambientes @dul@rnando-se adequadas
para a imobilizacdo de biomoléculas;
= E necessaria uma quantidade minima de biomolécara @ imobilizacdo na

monocamada, diminuindo custos com reagentes.
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Devido as caracteristicas apresentadas pelas Ségtés estdo sendo cada vez mais

utilizadas para a construgédo de biossensores etizigia®>®’

pois um dos grandes desafios

para a construcdo de biossensores mais sensiobisstos e de maior confiabilidade é a
imobilizacdo das biomoléculas sobre superficieddetaras, em sua forma estavel e com a
manutencdo de suas propriedades biol6gicas deheciomento. Dessa forma, o método de
construcdo de biossensores utilizando SAM é muitomissor, pois permite orientar as

enzimas sobre a superficie do eletrodo sem desigatralém de viabilizar a transferéncia
eletronica direta das enzimas para a superficieldo®do&.

A utilizacdo de SAM no desenvolvimento de biossess@presenta potencialidade
para aumentar o desempenho analitico dos trésnliésr tipos de biossensores (primeira,
segunda e terceira geracao). A sensibilidade dussénsores de primeira geracdo pode ser
muito incrementada, pois este método de imobilzapéssui um efeito positivo na
densidade, ambiente e disposicdo dos elementasgliaimente ativos. Estas caracteristicas
estdo evidenciadas na Figura 6, que mostra esgeamante a imobilizacdo de uma
biomolécula sobre a superficie de um eletrodo é@sados métodos de adsorcao,

encapsulamento por ligagdo cruzada e por SAM. Hstede biossensor tem sido muito

empregado na determinacao, principalmente, desgfits

PR L
4 ar

(a) (b) (c)

Figura 6. Representacdo esquematica dos processos de raghdi de biomoléculas por adsorgéo fisica (a),
encapsulamento por ligagdo cruzada (b) e acoplanoeientado por monocamadas auto-organizad3s (c)
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Em relacdo aos biossensores de segunda geracdocanmadas contendo grupos
eletroativos (mediador) fornecem uma possibilidade estudar a transferéncia eletrénica a
“longa distancia” via o contato elétrico entre @ménto biocatalitico, o mediador e a
superficie do eletrodo, conforme € exemplificadoFigura 7, onde o grupo viologénio foi

utilizado como mediador eletrdnico apés a funci@aghio de um composto fial

[/

Figura 7. Representacdo esquematica de uma monocamada gatozada de tidis funcionalizados com o
grupo viologénio sobre um eletrodo de ouro.

Um dos maiores desafios para a obtencdo de biasssnde segunda geracéo
baseados em monocamadas auto-organizadas estagnotdana obtencdo de uma completa
integracéo entre eletrodo, mediador e enZin@ contato elétrico entre a proteina redox e o
eletrodo pode ser obtido pela ligagdo covalente ntkediador a estrutura da enzima.
Katz et al®*, confeccionaram um eletrodo enzimatico baseadenmana glutationa redutase
acoplada a uma SAM de um &cido carboxilico soleaglo de ouro, o contato elétrico entre
a enzima e o eletrodo foi estabelecido atravésigkcdo covalente do N-metil- N'-
carboxialquil-4,4-bipiridinio a estrutura da enzin@ eletrodo resultante eletrocatalisou a

reducdo da glutationa oxidada. Foi observado quelacidade de formacdo do produto
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aumentava a medida que o tamanho da cadeia ligaglgrapos bipiridinios aumentava,
sendo este comportamento atribuido & melhora naroatéo elétrica com o sitio ativo da
enzima®.

Um pré-requisito fundamental para o desenvolvimetgdiossensores de terceira
geracdo é o controle do processo de transferéec@étrons entre o sistema biocatalitico de
reconhecimento e a superficie dos eletrodos. Eatesferéncia eletrbnica depende, dentre
varios fatores, da natureza do elemento biolégioménte um grupo reduzido de enzimas e
proteinas apresenta esta propriedade) e da dsté@raiientacdo do centro de 6xido-reducéo
em relacdo a superficie do eletrodo. A imobilizagégpregando-se SAM permite um maior
controle sobre estas duas Gltimas variaveis, facido a confeccéo deste tipo de setisor

Em funcdo das vantagens apresentadas pela moddiae eletrodos sélidos por
meio de SAM, é crescente dentro da comunidadeifitenta aplicacdo destes eletrodos para
a determinacdo de diversos compostos, fato comgooyeela quantidade crescente de
trabalhos disponiveis na literatura.

Willner et al®® relataram o desenvolvimento de um biossensor mmgrico para
acido malico utilizando uma enzima NAD{R) Para tanto, o mediador
pirroloquinolinaquinona (PQQ) foi primeiramente ipizado sobre uma monocamada
automontada de cistamina (CYS) sobre eletrodo de eu posteriormente, a enzima foi
covalentemente imobilizada utilizando-se a carimodia (EDC). Neste caso, para que 0O
biossensor respondesse ao substrato foi necesséiicdo do cofator NAD(P)a cela
eletroquimica.

1949 também estudaram a transferéncia de elétrons daman

Gorton et a
celubiosedesidrogenase (CDH) sobre uma camada antada. A CDH é uma enzima que

contém dois sitios ativos, um grupo flavina (FAD)re grupo heme (citocromo b). Por meio
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da técnica de voltametria ciclica, foi observade, @obre eletrodos de ouro modificados com
SAM de cistamina (CYS), a parte heme da enzima @pHsentava uma transferéncia de
elétrons direta quase-reversivel, diferentementeldervado para esta mesma enzima sobre
eletrodos de grafite. Estes resultados mostraranarakente a importancia da orientacado da
enzima sobre a superficie, uma vez que sobre arfEuipede grafite é esperada uma
orientacao randdémica, enquanto que sobre o elettedmro a enzima é capaz de se orientar
de maneira a minimizar a distdncia entre o sew sitivo e a superficie do eletrodo
facilitando, assim, a transferéncia de elétrons.

Campuzanoet al®® desenvolveram um biossensor amperométrico com $&M
acido 3-mercaptopropidnico (3-AMP) em eletrodo deoo utilizando a enzima peroxidase
(HRP, do inglés horseradish peroxidase) para ardetacdo de peroxido de hidrogénio por
meio de analise por injecao de fluxo em amostragtea de cabelo e de leite. O dispositivo
baseou-se na imobilizagdo da enzima peroxidasereeditador de elétrons tetratiafulvaleno
(TTF) na SAM por meio de ligagdo covalente cruzeda glutaraldeido, de acordo com a
seguinte ordem: Au-AMP-TTF-HRP. O biossensor ampétaco permitiu repostas
reprodutiveis em um potencial de 0,00 V em meiotal@pdo fosfato pH=7,0. Para
determinacdo analitica obteve-se uma faixa linetee2,00x10 e 1,00x1¢ mol L, com
limite de deteccdo de 6,90x40mol L™. O método de imobilizacdo mostrou boa
reprodutibilidade para cinco eletrodos diferentdé®m disso, a vida utili de um Unico
biossensor foi de 13 dias, com perda de 20% deesmsta original apds 17 dias de uso.
Segundo os autores, o peroxido de hidrogénio &adidb na limpeza de instrumentos e
equipamentos empregados para resfriar o leite ealgons paises € também utilizado na
pasteurizagdo em concentragdes bem definidas esdewiminado antes do consumo devido

a seus efeitos adversos. A porcentagem de rec@persgstas amostras foi de 99,00+2%,
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demonstrando uma boa precisdo do método, sem gualgtamento prévio da amostra. Na
industria cosmética o peroxido de hidrogénio é osad solugdes para descolorir cabelos, dai
a importancia em determina-lo nestas amostraseSitados de recuperacao obtidos ficaram
em torno de 92,00+2%.

Lee et al”” construfram um sensor por meio da mistura dos téido 3-
mercaptopropidnico (3-AMP) e &cido 11-mercaptoundéo (11-AMU). Foram avaliadas
misturas dos respectivos tidis nas seguintes qledds: 20:1 relacdo de 3-AMP para 11-
AMU (SAM 1), 10:1 relacdo de 3-AMP para 11-AMU (SA2), 1:1 relagédo de 3-AMP para
11-AMU (SAM 3) e somente solucdo de 11-AMU (SAM 4para avaliacdo das
caracteristicas desses filmes foram realizadas dagdie parédmetros cinéticos a fim de
avaliar qual a melhor quantidade de cada tiol pamacoragem de anticorpos. Foi verificado
que as moléculas de anticorpos formaram um compteis estavel com a SAM 2, embora a
SAM 1 tenha apresentado menor impedimento esté&ic®sse modo, permitindo que mais
biomoléculas possam ancorar nas extremidades da. sMautores citam que misturas de
tibis com tamanhos de cadeias diferentes sao rfieé&zes na imobilizacdo de proteinas do
que solugcbes homogéneas de tiocompostos. Os ausstesaram a aplicacdo deste
biossensor em trabalhos futuros.

198 utilizaram eletrodo de ouro modificado com o Acidb

Mena et a
mercaptopropionico (3-MPA) para fixar o N-hydrossliccinimida para a detecgcdo de
lacase. O eletrodo mostrou-se estavel com boadetibdidade e obtiveram um limite de

deteccéo da ordem de 0,05 mmdl 14 Cheret al*

também utilizaram o 3-MPA para fixar
leveduras sobre a superficie do eletrodo de ourdabdcacdo do biossensor, o qual foi
utiizado para determinacdo de Saccharomyces o@mevi Estudaram a transferéncia

eletrbnica entre a enzima e monocamada e caraatanza superficie do eletrodo utilizando
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Voltametria Ciclica (VC), Impedancia Eletroquimi@&) e Microscopia de Forca Atdmica
(AFM). O biossensor obtido mostrou-se estavel eodgivo.

Campuzanoet al’® confeccionaram um biossensor amperométrico para a
determinacdo de &cido gliconico, utilizando umrellt de ouro modificado com SAM do
acido 3-mercaptopropiénico (3-AMP), a enzima gletmndehidrogenase (GADH, 0,84 U) e 0
tetratiafulvaleno (TTF) como mediador. Os auto@sstataram um tempo de vida longo para
0 biossensor. Depois de 53 dias de uso continbimssensor exibiu 86% de sua sensibilidade
inicial. O limite de deteccdo encontrado foi deOXE’ mol L™ para uma faixa linear de
concentracdo de 6,00x10a 2,00x10 mol L. O efeito de interferentes na resposta do
biossensor foi avaliado, determinando-se o aciddmgjico em amostras de vinho.

Da revisdo bibliogréfica apresentada, pode-se oongle a utilizacdo das SAMs
para a imobilizacdo de enzimas permite otimizar,naeneira inigualavel, a distribuicao
geométrica da superficie do biossensor, por meiplaltejamento adequado das terminacdes
dos tidis, favorecendo, tanto a transferéncia deals, quanto a imobilizacdo das enzimas
com os respectivos sitios ativos totalmente disgisipara a interagcdo com os substratos,

minimizando assim, o efeito negativo da imobilizasébre a atividade enzimatita

1.3 Desenvolvimento de Biossensores para a Determinatgi&licose

A glicose oxidase (GOXx) € uma das enzimas maisegagas em Quimica Analitica,
apresentando caracteristicas importantes, coma$t@dilidade quando comparada a outras
enzimas, ser disponivel com alto grau de purezaregopacessivel, e apresentar alta
seletividade ao substraeD-glicosé®. Esta enzima catalisa a oxidacdoBe®-glicose pelo
oxigénio molecular, produzindo gluconolactona egpieio de hidrogénio. Durante o processo

de oxidacao da glicose, o cofator flavina adenimaaleotidio (FAD) é reduzido a FADH
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seguida pela oxidacdo do cofator enzimatico peigémo molecular, com a formacédo de
H,0..

A GOx é uma proteina dimera. A forma nativa contikras moléculas do cofator
adenina flavina dinucleotideo (FAD) fortemente digacomo cofatdf? que é responséavel
pelas propriedades redox da enzima; o sistematdegd® ocorre por meio do consumo de
oxigénio pela oxidacao direta do peroxido de hi@rag ou oxidacao do mediador.

FADs sao cofatores hidrossollveis que sofrem oRes@ reducdes reversiveis em
muitas das reacdes de transferéncia de elétrometibolismo.

A GOx é amplamente utilizada para determinacadidesg em fluidos bioldgicos e
em alimentos e bebid4§

Atualmente, muita atencdo tem sido dedicada a mdetacdo de compostos
alimentares utilizando biossensores especffitd¥ Assim, em muitos processos
alimentares, como combinacdes de acucares, espenia glicose, sdo particularmente
importantes, e medidas destas espécies sdo néagspara controle de produtos com
proposito nutricional. O interesse alternativo paitodos classicos de analises de diferentes
sacarideos seria 0 desenvolvimento de um biosspasamdeterminacdo desses analitos. Este
biossensor permite 0 uso de determinacdes especiie cada aclcar e a facil automacao
destes processtys*°®

Entretanto, a determinacdo de glicose ndo € sonmmténteresse na area de
alimentos. E utilizada no controle do nivel de @gie no sangue, sendo que baixas
concentracdes de glicose estdo presentes no sangi de individuos saudaveis. Contudo,
altas concentragOes de glicose podem ser encostnadsangue, bem como em excrecoes, de

pacientes afetados por diabetes.
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A sacarose quando ingerida por uma pessoa norsudtaeno final da digestao, em
parte na glicose que é absorvida rapidamente pacar@nte sanguinea. No sistema
circulatorio, a glicose com ajuda da insulina éoalida pelas células para lhe fornecer
energia, sendo 0 excesso estocado pelo figado §mima de glicogénio. Este serd depois
devolvido sob a forma de glicose assim que asashlgla necessitarem.

O diabetes mellitu$ produzido por uma deficiéncia na secre¢do oagid do
hormoénio pancreatico, insulina, que por sua vezdymroprofundas anormalidades no
metabolismo.

Desse modo, o desenvolvimento de dispositivos pattaterminacédo do acucar D-
glicose em alimentos torna-se um importante procedio em controle de qualidade, quando
se considera os alimentos ditos “diet”, que sdzzatios em regimes e por diabéticos.

Florescuet all®®

avaliaram e caracterizaram biossensores enzirsatleoglicose
utilizando eletrodos de filme de carbono. A enzigimose oxidase foi imobilizada na
superficie do carbono com glutaraldeido, juntameot@ albumina de soro bovino, com e
sem nafion. Os limites de deteccao encontradosifad@60 M.

Shervedangt al!*® desenvolveram um método para a determinacédo tptartide
glicose por meio de espectroscopia de impedanc&roglimica (EIS, do inglés
electrochemical impedance spectroscopy). O didgposibi baseado na imobilizacdo da
enzima glicose oxidase (GOx) em monocamada aun@ada de &cido 3-
mercaptopropiénico (3-AMP), utilizando substrato @l@o (Au-AMP-GOx). A reacao foi
mediada por meio de parabenzoquinona (PBQ), afquaéduzida a hidroquinona ¢R),

voltando a se oxidar na superficie do eletrodo wi®.oUm aumento na concentracdo da

glicose resultou em um aumento na densidade danterde difusdo da oxidacao da
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correspondendo a uma diminuicdo na resisténciaadgacda corrente faradaica (Rct) de
acordo com medidas de EIS.

Creageret al'! utilizaram SAMs de 6-mercaptohexanol e 11-meraapdecanol
para a imobilizacdo da GOx, na presenca de um ohadiadox sollivel em solucdo aquosa.
Os autores discutem que a transferéncia de eléfmoéminuida com o emprego de SAMs
de cadeia longa, entretanto, o uso do mediadorxyedm caso o hidroximetilferroceno,
possibilitou a transferéncia de elétrons do sitivoada enzima até a superficie do eletrodo.
Desse modo, SAMs dos tidis 6-mercaptohexanol e dbaptoundecanol apresentaram
baixas correntes faradaicas para a espécie ele&roamn solucdo. Ja com o auxilio do
mediador, a reacao foi facilitada em potenciaixipnés de 0,00 V.

Cecchetet all!?

estudaram quantitativamente por meio de técnicdtmmnaétricas
(VC), espectroscopicas (EIE) e simulagbes digibammecanismo de transferéncia eletrénica
de monocamadas formadas por acido 11-mercaptoumiieog11-AMU) e pela modificacao
do 11-AMU pela adsorcéo fisica da enzima glicosdase (GOx). A presenca do mediador
de elétrons ferrocenilmetanol (FcMeOH) aceleroungtica de transferéncia eletrbnica dos
dois sistemas. As medidas revelaram que a transfaréletronica do par redox [Fe(GN)Y*

€ controlado por difusdo, e a conversdo eletrogaiménzimatica da glicose em
gliconolactona foi efetivado pela molécula de FcMe®@s andlises das correntes cataliticas
geradas pelo eletrodo SAM/GOx na presenca de glicmsFcMeOH mostraram um

recobrimento amplo da superficie pela proteinaficoada por medidas de espectroscopia de

foto elétrons excitados por raio-x (XPS).
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1.4 Desenvolvimento de Biossensores para a Determinatgérutose
A enzima D-frutose 5-dehidrogenase foi primeiraraetéscoberta em 1988 a
partir do Gluconobacter CeriusOs autores confirmaram o efeito catalitico daireazna

oxidacdo da D-frutose para a 5-ceto-D-frutose. Aaneget all',

relataram a purificacéo e
as propriedades cataliticas e moleculares da FpHrtar do Gluconobacter industriug a

possibilidade do uso desta enzima na quantificdedd-frutose.

D —frutose+ M , [ EDﬂﬁ' - 5-ceto- D —frutose+M “)

onde My € M.q S80 0s aceptores de elétrons (mediadores) nasf@umas oxidada e
reduzida, respectivamentg

Existe o problema da intolerancia a frutose, quendisturbio hereditario no qual o
organismo ndo consegue utilizar a frutose porgeezima fosfofrutoaldolase esta ausente.
Como consequéncia, a frutose 1-fosfato, um subpoatiufrutose, acumula-se no organismo,
impedindo a formacdo de glicogénio e a sua conwegsd glicose para ser utilizada como
energia. A ingestdo de quantidades superiores atidade minima de frutose ou sacarose
(acucar comum), a qual é convertida em frutose rgarmsmo, acarretdipoglicemia
(concentracéo baixa de glicose) acompanhada deesgjdremores involuntarios, confusao
mental, nausea, vomito, dores abdominais e, algureass, convulsdes e coma. Podem
ocorrer lesdes renais e hepaticas e deterioracatahtpiando a pessoa continua a consumir
alimentos contendo frutose.

A frutosuria é uma condicao inofensiva na qual axzarexcrecéo de frutose na urina
e € causada por uma deficiéncia hereditaria danenfrutocinase. Aproximadamente 1 em

cada 130.000 pessoas na populacdo geral apresgioiifia. Ela ndo causa sintomas, mas a
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alta concentracao de frutose no sangue e urina [es@e a um diagndéstico errbneo do
diabetes mellitus®.

Assim como para a glicose, métodos seletivos edogptém sido desenvolvidos
usando enzimas imobilizadas para a confeccéo dedrisores amperométritdsA primeira

118 que

descricdo de D-frutose 5-dehidrogenase (FDH) fatafgor Yamadaet a
confirmaram que a enzima catalisa a oxidacdo dmseupara 5-ceto-D-frutose, com a
concomitante reducdo da ligacdo covalente do grppool. Um novo biossensor
amperométrico mediado por pasta de nanotubo demarpara a frutose foi descrito por
Antiochiaet al’.

Garciaet al''® desenvolveram biossensores amperométricos parecdetde frutose
por imobilizacdo de D-frutose-5-dehidrogenase (FOpdy meio de dois processos de
imobilizacdo. O primeiro por imobilizacdo de oclognzimatica em um filme de polipirrol,
sobre um eletrodo de platina contendo ferrociadetsédio como mediador. O segundo foi
construido utilizando o método de ligacdo covalemtzada, e a enzima sendo imobilizada
em um filme de polipirrol dopado com hexacianoferraObservou-se um intervalo de
resposta linear para ambos os biossensores dedGiBglLL™" com um r.s.d. de 0,68%.

Campuzanoet al'?

construiram um biossensor amperométrico para tosku
utilizando a enzima frutose 5-dehidrogenase (FDdtyes eletrodo de ouro modificado com
SAM de acido 3-mercaptopropionico (3-AMP) e tetfativaleno (TTF) como mediador de
elétrons igualmente ancorado na superficie doogletrA imobilizagdo da FDH na superficie
do eletrodo foi realizada por meio de ligacdo centd cruzada com o glutaraldeido (agente
bifuncional). O esquema de montagem deste biossefisou na seguinte ordem:

AU/AMP/FDH/TTF. O tempo de vida deste dispositivad fle aproximadamente 30 dias,

exibindo cerca de 93% da sua resposta inicial Aai8 O limite de detecg¢ao encontrado foi
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de 2,40x18 mol L™ para uma curva de calibraco linear entre 1,00x10,0x10° mol L™
Adicionalmente, o biossensor foi aplicado em vaaasstras como mel e sucos, as quais
passaram por etapas minimas de pré-tratamentmd0rggara frutose apresentou bom tempo
de resposta e boa reprodutibilidade, sendo liviatéeferentes.

Pela descricdo dos trabalhos mencionados poder$ieareo crescente aumento na
utilizacdo de SAMs na construcdo de biossensomes, wez que as monocamadas auto-
organizadas oferecem uma série de vantagens feeotinstrucdo e aplicabilidade destes
dispositivos em diversos setores da pesquisa. tBntoe dentro do exposto, a escassez de
informagbes sobre a enzima FDH em camadas autoieegks, bem como trabalhos
utilizando a FDH e a GOx simultaneamente, paranatcacdo de biossensores bienziméticos,
visando maior automacao, serve de incentivo padasenvolvimento de uma metodologia

adequada para este fim.

1.5 O Aculcar Sacarose

A sacarose (§H220:1), também conhecida como agucar de mesa, € forpada
uma molécula de glicose e uma de frutose e € pidalyoela planta durante o processo de
fotossintese.

A sacarose é hidrolisada com grande facilidadeéipumtos diluidos, dando origem ao
acucar invertido, isso €, uma mistura equimolarDdglicose e D-frutose. A inversdo da
sacarose pode ser efetuada também enzimaticamentegio da enzima invertase, a qual

catalisa a sua hidrélise, cindindo a moléculaeréihdo a D-glicose e a D-frutdée
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1.6 Substitutos da Sacarose em Alimentos: Os Edulcoesnt

No desenvolvimento de um produto alimenticio ondeli@inada ou reduzida a
guantidade de acUcar é necessario a utilizacaagiedientes que tragam as funcfes que o
acucar forneceria ao produto, tais como: docurduite, cremosidade, entre outras. Estes
aditivos sdo comumente chamados de substitutoscleam e dentre estes substitutos
encontram-se os edulcorantes.

S&o varios os edulcorantes utilizados pela industiimenticia, entretanto os mais
frequiientemente empregados’$&o
+ Sacarina Primeira substancia adocante sintética a serotledga (1878), tem poder
adocante 500 vezes maior do que a sacarose. Emcalt@entracfes deixa sabor residual
amargo, e ndo é metabolizado pelo organismo. EAadé dolubilidade e estavel em altas
temperaturas. Em 1986 foi comprovada sua segurpaga a saude através de diversos
trabalhos técnicos-cientificos.

- Aspartame: edulcorante artificial descoberto em 1965. Posabor agradavel e
semelhante ao acucar branco, s6 que com potenicighate 200 vezes maior, permitindo o
uso de pequenas quantidades. Seu valor energéticesgonde a 4 calorias/grama. Muito
usado pela indastria alimenticia, principalmentes mefrigerantes diet. Sensivel ao calor,
perde o seu poder de adocamento em altas tem@erafudocura também podera diminuir
quando muito tempo armazenado. E contra-indicagmréadores de fenilcetondria, uma
doenca genética rara que provoca o acumulo dal@miha no organismo, causando retardo
mental.

* Ciclamato de sodio descoberto em 1939, s6 entrou no mercado a partiecada de

50. Como a sacarina, € outro edulcorante artifigiedamente usado no setor alimenticio,
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sendo aplicado em adocantes de mesa, bebidasadietéjeléias, sorvetes, gelatinas etc. J&
foi liberado nos EUA da suspeita de ser cancerig€oon o menor poder adocante, é 40
vezes mais doce que a sacarose, ndo calérico @ gab®r agradavel e semelhante ao aglcar
refinado (apresentando um leve gosto residual). &l@oetabolizado pelo organismo, nem
perde a docura quando submetido a altas/baixastaimpas e meios acidos.

= Sorbitol: substancia natural presente em algumas frutgas aharinhas etc. Tem o
poder edulcorante igual ao da sacarose e similataaglicose, ndo sendo aconselhavel a
pacientes obesos e diabéticos mal controladosriGaldornece 4 calorias/grama e ao ser
absorvido se transforma em frutose no organismérutdse é transformada em glicose no
figado, mas como o processo é lento, ndo alterdgfisegivamente a glicemia. Nao provoca
caries, nao é toxico e apresenta boa estabilidRetdste, sem perder seu potencial adogante, a
processos de aquecimento, evaporacao e cozimento.

- Stevia Rebaudiana descoberta em 1905 e muito difundida no Japdaa, manta é
originéria da fronteira do Brasil com o ParaguaasBsuas folhas se extrai o steviosideo,
edulcorante natural de sabor doce retardado corar@mtbcante 300 vezes maior do que a
sacarose. Tem boa estabilidade em altas ou baxagetaturas. Pode ser consumida sem
nenhuma contra-indicagdo por qualquer pessoa. K&tup caries, nem é caldrica, téxica,
fermentavel ou metabolizada pelo organismo.

Cabe ressaltar que existe uma importante difereamgee produtos “diet” e os
produtos “light”. Os primeiros sao destinados asspas que ndo podem ingerir agucares
(glicose, frutose, sacarose) ou grandes quantidselearboidratos que quando metabolizados
se quebram em acucares até a forma de monossasaddsim, os edulcorantes cumprem o

papel do acucar nestes alimentos. J& os produtosmileados “light” sdo aqueles que
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apresentam, em seu valor calérico, uma diferergtive minima de 25%, obtida reduzindo a

quantidade de agucares, 0s quais sdo substitubdesiplcorantes.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Este capitulo é destinado a apresentar as caslic&si fundamentais, das técnicas

utilizadas neste trabalho.

2.1 Cronoamperometria

As técnicas eletroquimicas a potencial controlabaseiam-se em situacdes
dindmicas (fluxo de corrente). Neste caso, o paaéraplicado ao eletrodo de trabalho é
empregado para “forcar” uma mudanca nas concemsag@ds espécies eletroativas na
superficie do eletrodo por meio de um processoxi#agdo ou reducdo eletroquimica. A
corrente resultante desse processo redox é mediti@ cma funcdo do tempo ou dos
potenciais aplicados. O objetivo é obter informacf@modindmicas, cinéticas e analiticas,
dentre outra$®,

A cronoamperometria, como 0 proprio nome sugeoema técnica eletroquimica que
determina a corrente que flui através do eletragtrabalho, como fung¢édo do tempo, em um
potencial constante. Dentre as técnicas couloraétdccronoamperometria € uma das mais
importantes para utilizacdo com biossensores (cthamie biossensor amperométrico), onde o
potencial aplicado ao biossensor promove a realg@m@uimica com o produto da reagao
enzimatica, quantificando-o.

Dessa forma, neste trabalho, utilizou-se a croneaonpetria para avaliar a resposta
do biossensor bienzimético desenvolvido, por mamrdspostas de corrente limite de difusdo

obtidas a partir do mediador de elétrons utilizadste sistema em estudo.
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2.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (Ei&jle fornecer informacdes
com respeito a cinética e 0 mecanismo de reacégsalimicas utilizando uma variedade de
técnicas e sistemas acoplados. Por esta razdoEavéth sendo utilizada como uma
ferramenta importante no estudo de corroséo, sachitores, baterias, eletrodeposicéo e
sinteses eletro-organicas.

Em funcdo dos experimentos envolvendo EIE estaretacionados com a
capacitancia do eletrodo e a cinética da transtexéde carga, € viavel a utilizacdo da
impedancia eletroquimica em estudos mecanisfitos

Teoricamente, as vantagens da EIE podem ser adas@arepresentacao elétrica de
circuitos equivalentes de uma célula eletroquinicae a interface do eletrodo e as reacdes
eletroquimicas s&o correlacionadas com um cireliwonicd®.

Sendo assim, a técnica de EIE foi utilizada parali@v o comportamento da

formag&o das monocamadas do tiol cistamina em fécipedte ouro policristalino.

2.3 Microbalanca de Cristal de Quartzo

Os principios de operacdo da microbalanca de kriltaquartzo (MCQ) estado
relacionados com o efeito piezelétrico, que pon®zaestéa ligado as propriedades especificas
dos materiais de gerarem um campo elétrico quambimetidos a pressdes externas. E o seu
funcionamento baseia-se no monitoramento da frexgi@le oscilacdo do cristal de quartzo,
no momento em que uma massa é depositada sobrsnsone@ quando o meio no qual este

se encontra € modificado quanto a sua viscoeldatei
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A oscilagdo do quartzo é feita por meio de um docwscilador. O circuito
determina a estabilidade do instrumento e os tiposxperimentos que podem ser realizados.

Para a oscilacdo do cristal de quartzo com um itirapscilador utiliza-se um
circuito eletronico que faz com que o cristal ascib frequéncia fundamental. O cristal de

7

quartzo € um componente ativo, pois € o respongdekel freqiéncia de oscilacdo do
circuita'?®

Dependendo do circuito oscilador empregado, devatdiear um conversor de
frequéncia-voltagem ou, diretamente, um frequenttéme

A forma como o cristal de quartzo € montado na laéik de fundamental
importancia, podendo chegar a ser um fator linmteeeo cristal oscilar ou néo.

Todo o sistema € conectado a um computador, padujtiassim, a obtencdo dos
dados e o controle do experimento.

Como é um detector sensivel em solucdo, a nanaiaatien cristal de quartzo pode
ser aplicada a problemas analiticos, como por ekempra a deteccédo e a determinagéo de
microconcentracfes de substancias que se adsoolme ¢ eletrodo. A NCQ € acoplada a
um potenciostato/galvanostato permitindo a redli@aa¢cde experimentos com
potencial/corrente controlados, sendo que nestdioagéo a microbalanca € normalmente
referida como microbalanca eletroquimica de criggafjuartzo (MECG5®.

Neste trabalho o objetivo da utilizacdo da micrabeata eletroquimica de cristal de
quartzo foi conhecer a variagdo de massa, corrdspte a adsorcdo da enzima glicose
oxidase (GOx) sobre a SAM de cistamina (CYS), edémiendo um paralelo entre o processo
de modificacdo do eletrodo de ouro pela CYS e aragem da GOx sobre esta superficie de

ouro modificada pelo respectivo tiol.
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3 OBJETIVO

Desenvolver, caracterizar e aplicar um biossensenzlmatico amperomeétrico,
baseado na imobilizacdo das enzimas glicose oxel&sgose dehidrogenase sobre camadas
auto-organizadas de cistamina, por ligacdes crgzadm glutaraldeido, para a deteccdo de
glicose e frutose em amostras de refrigerantestiies, light e ndo-dietéticos e em amostras

de adocgantes naturais e sintéticos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentadas as condi¢cdes enmpgjuexperimentos foram
realizadas, os equipamentos e materiais utilizg@dwa andlise e estudo da enzima glicose
oxidase (GOx) e frutose dehidrogenase (FDH) impdidas sobre camada auto-organizada

(SAM) de cistamina (CYS).

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Solucbes

Todo material utilizado (bal6es volumétricos, esfa, béqueres, etc), passou por
um procedimento de limpeza adotado com o intuiteasgegurar a auséncia de quaisquer
residuos organicos que pudessem interferir nasdagdPara, isto foi utilizada uma solucéo
sulfonitrica [HSO, + HNO; 1:1 (v/Vv)], com posterior lavagem exaustiva comaadestilada,
deixando ferver por 1 hora também em agua destilada

Todas as solugbes foram preparadas com agua ulirapiginadas de uma unidade
de purificagao Milli-Q, procedéncia Millipore Congaion.

Para as diluicdes foram utilizadas micropipeta®raaticas com volume variavel
Eppendorf Resear€htodas com ponteiras volumétricas descartaveplietileno.

Para uma das etapas de limpeza dos eletrodos de fotam utilizados o

equipamento de Ultrasom MaxiClean 1450 da Unigeeyifencia de 25 KHz.

4.1.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados nos experimentosisdoureza analitica (PA), e a

origem destes encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3 Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

Reagentes Férmula Quimica Procedéncia Pureza %
Glicose Oxidase - Sigma -
D-glicose GH1206 Synth 99,00
Frutose Dehidrogenasg . Sigma _

Frutose GH1206 Baker 99,00
Cistamina GH1:N2S, Sigma 98,00
Alcool Etilico GHeO Baker 99,90
Fosfato dissodico NaHPO1.12H,0 Merck 99,00
12-hidratado
Acido Fosférico HPO, Merck 85,00
Acido Cloridrico HCI Merck 37,00
Acido Sulfarico HSO, Sigma 99,00
Acido Citrico GHgO7. HO Merck 99,50
Cloreto de Potassio KCI Mallinckrodt 99,60
Nitrato de Prata AgN® Merck 99,80
Acetona GHeO Merck 99,00
Tetratiafulvaleno HsSs Sigma 97,00
Glutaraldeido 6HsO, Sigma 25,00

4.1.2.1Solucéo de Cistamina (CYS)

Foi preparada solucdo de cistamina na concentdedx10® mol L em 100% de

alcool etilico para construgédo da SAM.

4.1.2.2So0lugéo Piranha

Para a limpeza dos eletrodos de ouro, preparoursesolucao piranha [3:80,: 1

H,0, 30% (v/v)], onde os eletrodos ficaram imersosyrortempo de 10 min.
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4.1.2.3Solucéo de Acido Sulfarico

Com o objetivo de condicionar os eletrodos de diso para assegurar a boa

formacdo da SAM, preparou-se uma solucdo 0,10 Mald HSO;.

4.1.2.4Solucéo de Ferricianeto de potassio

Para caracterizacdo eletroquimica dos eletrodasidemodificados com a SAM de

cistamina, preparou-se uma solucdo gee{CN) na concentracéo de 1xienol L™,

4.1.2.5Solucdo Tampéao Fosfato de Sédio

A solucéo de tampdo fosfato de sédio, 0,10 mblutilizada como eletrélito suporte,
foi preparada a partir do sal monohidrogeno fosféissodico anidro. Os valores de pH
utilizados foram ajustados com NaOH 0,10 mdl & HPO, 0,10 mol L*, de acordo com

cada valor de pH desejado.

4.1.2.6Solucdo Tampéao Mcllvaine

A solucdo de tampado Mcllvaine, foi preparada a ipado acido citrico
1,00x10" mol L™ e do sal monohidrogeno fosfato dissédico anidt02xmol L. Os valores

de pH utilizados foram ajustados de acordo com gabia desejado.

4.1.2.7Solucéo de D-Glicose

A solucdo estoque do substrato D-glicose para adisas eletroquimicas, foi
preparada em tampdo fosfato 0,1 mol em pH = 6,5 com uma concentracdo de
5,00x10° mol L. Para realizacdo das medidas as amostras forardadil a partir desta

solucéo diretamente no tampéo fosfato.
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4.1.2.8Solucéo de D-Frutose

A solucdo estoque do substrato D-frutose para adisas eletroquimicas, foi
preparada em tampao fosfato 0,1 mdlém pH = 6,5 com uma concentracédo de 5,08x10
mol L. Para realizacdo das medidas as amostras foraduadil a partir desta solucdo

diretamente no tampao fosfato.

4.1.2.9Solucéo equimolar de D-Glicose e D-Frutose

A solucdo estoque equimolar dos substratos D-gli@®-frutose para as analises
eletroquimicas, foi preparada em tamp&o fosfato idl L' em pH = 6,5 com uma
concentracdo de 5,00x1@nol L™ . Para realizacdo das medidas as amostras forafdadila

partir desta solucao diretamente no tampao fosfato.

4.1.2.10 Solucéo da Enzima Glicose Oxidase (GOx)

Para as analises da reacdo enzimatica com a G@e(pente do fungdspergillus
Nigen, preparou-se uma solugdo contendo 20.000 U danar@Ox em 1,00 mL de tamp&o
fosfato 0,1 mol [* em pH = 5,5. Desta quantidade, utilizou-se §y00contendo 100 U ou
20,6 U para construcao dos biossensores, excedoopagstudo da variagdo da quantidade da

enzima no eletrodo.

4.1.2.11 Solucéo da Enzima Frutose 5-Dehidrogenase (FDH)

Para as analises da reacdo enziméatica com a FDblefpente da bactéria
Gluconobacter Industriys preparou-se uma solugéo contendo 82,40 U danenEDH em
20 uL de tampéo fosfato 0,1 mol'Lem pH = 4,5. Os biossensores foram construidos com

5,00uL, ou seja, 20,60 U da FDH sobre os eletrodos.
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4.1.2.12 Solucéo do Mediador Tetratiafulvaleno (TTF)

Como mediador para as reacdes enzimaticas, fordhlzadés solucdes de
tetratiafulvaleno (TTF) nas concentracdes de 0,@l kt, 0,05 mol [* e 0,1 mol L[},

preparadas em meio de acetona.

4.1.2.13 Solucéo de Glutaraldeido

Para ancoragem das enzimas sobre a superficietiodal foi utilizada uma solucéo

estoque de glutaraldeido (25%) e as demais pregmeagartir desta.

4.2 Instrumentacéo
4.2.1 Ajustes de pH

As solugbes tiveram seus valores de pH ajustadosupo pH-metro Qualxtron
modelo 8010. A calibragdo do aparelho foi realizdi@a@iamente, utilizando-se uma solucdo
tampao de citrato-4cido cloridrico pH = 4,0 e umlugdo tampao fosfato pH = 7,0, ambas

comerciais da Metrohm.

4.2.2 Pesagens dos Reagentes Utilizados

As pesagens dos reagentes utilizados foram feitasrea balanca analitica Mettler

Toledo da Micronal S/A modelo AL 204.

4.2.3 Medidas Eletroquimicas

Para as medidas eletroquimicas foi utilizado o moostato/galvanostato
AUTOLAB"” PGSTAT 30 (ECO CHEMIE, Holanda). A aquisicdo doadas e o
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gerenciamento do potenciostato foram realizados ysor microcomputador e mediante
software (GPES).

Para as medidas eletroquimicas de impedéancia @qlétnaca foi utilizado o
Potenciostato/Galvanostato, Radiometer Voltalb PIBZ, acoplado a um microcomputador
dotado com o programa Voltamaster 4.0 também d@oRater. Os espectros de impedancia
foram tratados com o auxilio do software Electrocis&y-ZView2.

Os experimentos da microbalangca eletroquimica ritakc de quartzo foram
realizados utilizando o aparelho da Maxtelinnodelo RQCM, conectado a um circuito

oscilatério e um computador para aquisicdo dosslado
4.2.4 Medidas Espectrofotométricas

As medidas de estabilidade da enzima GOx foramzeekds utilizando-se um
espectrofotometro HITACHI U-2001 acoplado a um woomputador IBM-PC contendo o
software Spectracalc (Galactia Ind. Co.). As cubel@a quartzo utilizadas nos experimentos

possuiam caminho 6ptico igual a 1,00 cm.

4.3 Eletrodos
4.3.1 Eletrodos de Trabalho

Os eletrodos de trabalho utilizados foram eletrat®uro policristalino embutidos
em Teflorf com 0,2 cride area geométrica, limpos e modificados por S&Nigtamina.

Além dos eletrodos de ouro convencionais, foratizatios para a MECQ, eletrodos
de cristal de quartzo com filme de ouro policris@l(Ag ace externa= 1,37 cm / Ag tace interna=

0,39 cnf), para os estudos de deposicédo da SAM e da enzima.
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4.3.2 Eletrodo de Referéncia

O eletrodo de referéncia utilizado nos experimegtosstitui-se de um fio de prata
anodizado imerso em solucdo saturada de AgCl e K@D mol ' em meio aquoso
(Ag/AgCI/KCI), cujo valor de potencial € de aprodidamente 0,222 V em relacdo ao

eletrodo reversivel de hidrogénio.
4.3.3 Eletrodo Auxiliar

Como eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo utilizeeiruma placa de platina com area

geométrica de 0,48 ém

4.4 Células Eletroquimica

Para a realizacdo dos experimentos eletroquimititimou-se uma célula de vidro
Pyrex’ de compartimento (nico e com camisa para o centfeltemperatura, equipada com
uma tampa em Tefloh contendo orificios para desoxigenacéo da soluo#v nitrogénio, e
para posicionamento dos eletrodos, sendo um deénefa (Ag/AgCl), um de trabalho e um

contra-eletrodo, como mostra como mostra a Figura 8
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Figura 8. Representacdo esquematica da célula eletroquinticzada nos experimentos. (1) eletrodo de
trabalho, (2) eletrodo de referéncia Ag/AgCl, (Btmdo auxiliar, (4) entrada de;N

Para a realizacdo dos experimentos eletroquimioos & MECQ utilizou-se uma
célula de vidro Pyreék apresentada na Figura 9, com capacidade de 4@quipada com
uma tampa em Tefl6hcontendo orificios, para desoxigenacdo da solugéw nitrogénio, e
para posicionamento dos eletrodos, sendo um deénefa, um de trabalho e um contra
eletrodo. A Figura 9 mostra um desenho esquemadtccélula eletroquimica especial foi

projetada para o desenvolvimento dos estudos glétnicos utilizando a MECQ.
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Eletrodo de Referéncia
Saida de> ar

rui Z Contra-eletrodo

Contato elétrico =
com a MECQ

Encaixe de
z teflon®

Probe

Cristal d rtz
Verso ristal de quartzo

Frente

Figura 9. Célula eletroquimica utilizada nos experimentos amitrobalanca eletroquimica de cristal de
quartzo.

A remocao prévia do oxigénio por meio do fluxo deogénio faz-se necesséria
devido a reacédo de reducao don@ superficie do eletrodo de trabalho. O oxigénieduzido
em duas etapas consecutivas de dois elétrons aumaminica etapa de quatro elétrons que
variam entre -0,05 V e -0,90 ¥s SCE, dependendo do pH e do material do eletrodo. E

solucéo acida:

Oz + 2H" + 26 — H,0,
H,0, + 2H" + 2 — 2H,0
e em solucgao alcalina:
O, + 2H,0O + 2e — 20H + H0,

H20; + 2 — 20H
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Estas reacBes contribuem para a corrente medidankéi para a oxidacdo da
superficie do eletrodo. Além disso, o oxigénio,icaid como HG@ e o perdxido de
hidrogénio podem reagir com 0s reagentes e/ou foedda reacdo eletroquimica a ser
estudada. Assim, a remoc¢do do oxigénio da solugdmégeral, de grande importancia,

especialmente para estudos feitos na regidao degai® negativos.

4.5 Metodologia
4.5.1 Procedimentos de Pré-Tratamento para a Superficiel&rodica

A maior parte dos trabalhos envolvendo a formagéandnocamadas enfatiza a
adsorcao de tiocompostos em substratos metalievgjalao fato de serem mais faceis de
preparaf’. O processo adsortivo geralmente ocorre pela &petls substrato sélido em uma
solugdo com as moléculas de interesse. Adiciondemenuso de tidis em solugdo é uma
metodologia mais simples e conveniente de se meman laboratérios sendo, portanto, a
mais amplamente empregada. Os tidis adsorvem espathente em uma variedade de
metais, e dentre eles, 0 ouro é o0 mais utilizastn. ¢ devido ao fato de que o ouro forma
monocamadas bastante estaveis, o que nao prepdistabilidade do sistema, além de ser
um metal inerte (ndo reage com o oxigénio atmasferipodendo ser usado em técnicas
espectroscopicas e analiticas.

Alguns fatores sao importantes para a formaca®adds. Tais propriedades podem
afetar a estrutura da monocamada obtida, promovanitsmacdo de defeitos estruturais.
Algumas aplicacbes das SAMs exigem o aparecimeessas irregularidades, j4 outras

exigem a formacédo de uma monocamada compacta. Dexte algumas condi¢cdes devem
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ser levadas em consideracao a fim de proporcioAMsSadequadas. Tais parametros sao:

solvente, concentracdo e tempo de imerséao e lingesabstrato.

4.5.1.1Solvente Utilizado:

Para dissolver os tiocompostos foi utilizado comleente o etanol. Este solvente € o
mais aplicado por dissolver uma variedade de tipostos com diferentes polaridades e
tamanhos de cadeias carbonicas.

O parametro mais importante que governa a adsatgatiol esta relacionado a
interagcfes solvente-substrato e solvente-adsorBat@s moléculas tioladas possuirem mais
afinidade pelo solvente do que pela superficie linatda taxa de formacdo da SAM sera
altamente afetada. E se 0 solvente possuir graimidaale pelo substrato, pode ocorrer um
impedimento da troca das moléculas do solventes miaadsorbato, dificultando a adsor¢céo
do tio*°. Sendo assim, a escolha do solvente influenciguaidade da SAM depositada por

meio de solucdes.

4.5.1.2Concentracdo e Tempo de Imersao:

Para a formacédo da SAM foram avaliados parametw® concentracdo da solucao
do tiol cistamina e tempo de imerséo, a fim devsdiar as melhores condigbes para garantir
0 empacotamento da monocamada. Estes dois par@métronversamente proporcionais, ou
seja, baixas concentracdes de tidis em solucdcermeautempos maiores de imer$ao
Entretanto, com a solucao de cistamina, nao fa@gigesaumentar a concentracao para valores
maiores que 1,00xT0mol L™}, uma vez que acima disto o tiol é insolGvel emonadggodlico.

Muitos trabalhos indicam que a SAM se forma compesncurtos de imersao.

Outros estudos sugerem gue a SAM é formada a partiempos longos de imerséo (acima
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de 18 horas), levando a uma melhor cobertura darcie, diminuindo o namero de

defeitos?®,

4.5.1.3Limpeza do Substrato:

O pré-tratamento da superficie de ouro é uma dagagtmais importantes na
formacao de monocamadas auto-organizadas de alidayle.

Superficies contendo impurezas diminuem a adsafgéadidis que ocorre por meio
de um processo de troca. As impurezas presentssip@ficie sdo dessorvidas e trocadas
pelas moléculas de tiol e, consequentemente,@siade dessorcdo dos contaminantes afeta a
cinética de formacdo da SARI Dessa forma, a limpeza da superficie &, provameie) o
fator mais critico para a obtencédo de SAM repreg@li com minimizacéo de defeitos.

O método mais empregado para a limpeza de supgsrfigietrodicas para a
preparacao da SAM envolve a imersédo de eletrogds polimento, por alguns minutos em
solucéo “piranha”, a qual deve ser utilizada imedigente apos ter sido preparada e consiste
de [3 HSOy: 1 H,O, 30% (V/V)]?°. A formacéo das SAMs deve ocorrer imediatamends ap
etapa de limpeza da superficie, uma vez que a iggoogrolongada das superficies limpas as
condi¢cdes ambientes pode promover novamente acédsde impurezas nos eletrodos.

Sendo assim, neste trabalho, as monocamadas @atoizadas foram obtidas apos
etapas de limpeza e caracterizacdo dos eletrodoarde O procedimento de pré-tratamento
mecanico consistiu no polimento manual dos elesodi® ouro, com solugcdo de alumina
0,01 um e filtro, até que a superficie polida ogmémsse um aspecto espelhado.
Posteriormente, os eletrodos foram enxaguadosieasims em etanol durante 5 minutos para

a remocdao de particulas residuais de alumina d=fécip eletrddica.
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Apés esta etapa, os eletrodos de ouro foram imensosolugcdo “piranha” durante
10 minutos e, em seguida, enxaguados com agudadastiA mistura de peroxido de
hidrogénio e acido sulfirico € extremamente exdt&ne atinge temperaturas préximas a
80 °C nas condi¢des experimentais utilizadas.

O tratamento eletroquimico foi realizado por me® H00 varreduras ciclicas
sucessivas em intervalo de potenciais de 0,00 &/ 1y8 Ag/AgCIl em solugdo aquosa de
H,SO, 0,10 mol [* com velocidade de varredura de 500 m¥Ves posteriormente, foram
realizadas 25 varreduras nas mesmas condicdesn pomré velocidade de 100 mV*.sEste
processo foi efetuado até a obtencdo do perfibmadtrico caracteristico do ouro.

De acordo com Carvalhat al'?° se somente o tratamento eletroquimico é utilizado,
a limpeza da superficie ndo é efetiva. Sendo assite, procedimento foi aplicado apds as
etapas de tratamento mecénico e quimico, a fimadangr superficies livres de possiveis

interferentes.

4.5.2 Determinacdo da Area Eletroquimica do eletrodo de @ro

A determinagdo da area eletroativa do eletrodoude, danto do eletrodo de trabalho
das medidas eletroquimicas quanto do cristal deapjdoi realizada pela integragdo do pico
de reducdo do voltamograma ciclico do eletrodo de,oentre 1,8 e 0,0 V, obtido a
velocidade de varredura de 100 mi%/ em solucédo de 430, 0,5 mol L. A carga necessaria
para a reducdo de uma camada de Oxido quimioadsosobre a superficie do ouro
policristalino foi considerada como sendo 3@ cni’para os célculos da area eletroativa do

eletrodo.
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4.5.3 Formacao das Monocamadas Auto-Organizadas sobre ai@erficie Eletrédica

Para a obtencdo da SAM o eletrodo de ouro previematado foi imerso em
solucao etandlica contendo 1,00%1@0l L™ de cistamina. Exceto se diferentemente descrito,
o eletrodo foi mergulhado nesta solugdo durant@rash Posteriormente, foi removido da
solucéo de tiol, enxaguado com etanol absolutcua affrapura antes de ser utilizado, com a
finalidade de remover moléculas de tiol fisicameadsorvidas sobre a superficie eletrddica.
O eletrodo modificado foi caracterizado por volténaeciclica e impedancia eletroquimica.
Foram obtidos voltamogramas ciclicos antes e deramt modificacdo em
KsFe(CN)/KsFe(CN) 1,00x10° mol L™ para a observacdo do comportamento do eletrodo de

ouro em fung&o da modificagéo.

4.5.4 Remocdao das Monocamadas Auto-Organizadas da Supeifi Eletrodica

Neste trabalho, o excesso superficigl da SAM de cistamina foi estimado a partir
da area do pico de reducdo da SAM, considerando @iemo de enxofre é reduzido atraves
do mecanismo monoeletrénico. A dessorcédo redutvaelizada por meio da técnica de
voltametria ciclica. O eletrélito suporte utilizaftt o KOH na concentracdo 0,1 mof-LAs
condicbes experimentais foram: potencial inicial+de10 V, potencial final de -1,30 V e

velocidade de varredura de 25 mV.

4.5.5 Estudos Voltamétricos

Para os estudos de caracterizagao dos eletrodoSA® de cistamina (CYS), foram
realizados voltamogramas ciclicos do eletrodo de diso e modificado pela CYS. As
medidas foram realizadas adicionando-se a cél@aoguimica 10,00 mL do eletrdlito

suporte (tampdo fosfato 0,10 mol* LpH=6,5), juntamente com 1,00xiOmol L' de
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K4[Fe(CN)] purgando-se esta solugédo durante 2 minutos ctog@nio. Os experimentos de
voltametria ciclica foram realizados com potenaiéial em -0,10 V e final em 0,60 V a
50 mV $' para a caracterizacdo do eletrodo de ouro modificam a SAM.

Medidas de voltametria ciclica foram realizadasapar estudo das reacfes
enzimaticas. O potencial inicial utilizado foi d&%0 V e o final de 0,30 V a 50 mV*am

meio de fosfato 0,10 mol?, exceto se diferentemente, em pH=6,5.
4.5.6 Estudos Amperométricos

Os biossensores construidos foram também analigadosedidas amperométricas.
As medidas de cronoamperometria foram realizadaspaiencial fixo de 0,20 V durante 300
segundos em meio de tampao fosfato 0,10 rifpkn pH=6,5.

Cada experimento foi iniciado com o registro dareate em funcédo do tempo, no
potencial aplicado e na presenca dos substratdec@sg e D-frutose em meio da solugéo
tampao. Com o auxilio de um agitador magnéticeséea homogeneizacéo da solucéo por 10
segundos apds cada adi¢do do substrato e, apdsrapt® registrou-se a variacédo da corrente

obtida com o passar do tempo.
4.5.7 Estudos de Espectroscopia de Impedancia Eletroquica

Para os estudos de impedancia eletroquimica ficaajad ao eletrodo de trabalho
uma onda senoidal com 10 mV de amplitude a um patede 220 mV (vs Ag/AgCI/KCI
saturado) em uma faixa de frequéncia de 100 kH@ Bz em solucdo de fFe(CN)]
1,00x10* mol L'* em meio de tamp&o fosfato 0,10 mét pH=6,5. O modelo de circuito
equivalente utilizado neste trabalho foi o circuite Randles RC[R:W]) como mostra a

Figura 10:
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®

Rs

Re W

Figura 10. Esquema representativo do circuito de Randles.

onde, R € a resisténcia da solucdo; B a resisténcia de transferéncia de carga, W € a
impedancia de Warburg e C € a capacitancia da dapteda. Os espectros de impedancia

foram tratados com o auxilio do software Electrotiseéy-ZView?2.

4.5.8 Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ)

Para limpeza, o eletrodo de ouro da MECQ foi calocam uma solucao de;$0O,
1,00 mol L* até a obtencéo do perfil voltamétrico caractedstio ouro, em intervalo de 0 a
1,75V com velocidades de varredura de 1,0; 0050%8 V.

Assim, o0s estudos cinéticos de adsorcao/organizaigB monocamadas auto-
organizadas de cistamina, bem como da enzima famamtorados por meio da técnica de
microbalanca de cristal de quartzo (MECQ), medisd@ variacao de frequéncia em funcéo
do tempo, em circuito aberto.

Dessa forma, as medidas de MECQ para o estudo detica de
adsorcao/organizacdo da SAM-CYS juntamente comzan@anGOx foram realizadas por
meio da variacdo de frequéncia em funcdo da massaym equipamento Maxtek, fhc
acoplado a um Potenciostato/galvanostato PGSTARwtalal®. Apés a estabilizacédo da
variacdo de freqUéncia, adicionou-se, com auxiBoudha micropipeta, uma aliquota de
1,00 mL de solucéo de CYS na concentracédo de 1000wl L. A solucdo estoque era
suficientemente concentrada para que a aliquotadutida no sistema provocasse 0 minimo

de distor¢cdo mecanica, porém distorcées pequenda firam observadas nos experimentos.
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Ap6s a deposicdo para a CYS, foi adicionado 10@DOda GOx (132,40 mg mit)
correspondendo a 2000 U de enzima.

Na técnica de MECQ ocorre uma diminuicdo na freqi@de vibracédo do cristal de
quartzo, devido ao acréscimo de massa nesse cgiseaé detectado por um frequiéncimetro e
convertido em unidades de massa incorporada aoddetUm monitoramento eletroquimico
pode ser acoplado a este sistema para determiremsporte de massa associado ao eletrodo.
Dessa forma, torna-se possivel o monitoramentoivdests processos, como a adsor¢ao de
anions.

A variacdo de frequéncia em funcdo da massa éigetmta pela equacao de
Sauerbrey:

Af = -K Am (5)
ondeAf é a variacdo de freqiéncia de ressonancia em Hzp Koeficiente de sensibilidade
da microbalanca Am € a variacdo de massa por unidade de area.

Na equacdo de Sauerbtéysupde-se que o cristal tenha um diametro infirgta,
sensibilidade integral tem um valor médio, que ededa ser utilizado quando as variacdes de
massa forem homogéneas em toda a superficie aiivdettodo. A amplitude de oscilagédo
mecanica depende das variagcbes de massa sobrgaa@ldEssa magnitude é maxima no
centro e zero nas bordas da area ativa. Devidteae#tsito, a determinacéo do coeficiente de
sensibilidade € de extrema relevancia, uma vez ajgensibilidade integral da MECQ é um
fator intrinseco de cada microbalanca.

O coeficiente de sensibilidade, 0,060 Hz/ng’cara a microbalanca utilizada nos
experimentos deste trabalho, foi calculado peloodetda eletrodeposicdo de Ag, em um

cristal de quartzo de corte AT otimizado para 2666 freqiiéncia de 5 MHZ.
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4.5.9 Preparacédo dos Biossensores

A construcdo dos biossensores utilizando-se asmasz0x e FDH, foi realizado de
acordo com o seguinte procedimento:

Etapa * o eletrodo de ouro, previamente limpo, foi mergdih em solucdo de
cistamina durante 2 horas para a formacgéo da SAM.

Etapa 2 gotejou-se 5,0QL da solucdo do mediador de elétrons tetratiafetval
(TTF) sobre o eletrodo modificado com a cistamidajxando-se secar a temperatura
ambiente.

Etapa 3 foram gotejados, entdo, 5, da solucdo da enzima GOx ou FDH na
superficie do eletrodo modificado com a cistamirzoe a camada de TTF. Em seguida, o
eletrodo foi seco a temperatura ambiente.

Etapa 4 posteriormente a secagem do eletrodo, foram gltgj&,00uL da solucéo
de glutaraldeido (GLU) sobre a superficie do etitranodificado, deixando-se secar
naturalmente.

Foi construido um biossensor bienzimatico utilizaras enzimas GOx e FDH,
simultaneamente. O procedimento adotado foi o desamteriormente, entretanto, etapa 3
foram gotejados, 5,0QL da solucdo da enzima GOx, deixando-se secar feratura
ambiente, posteriormente foram gotejados plO0@a solucdo da enzima FDH e o eletrodo foi
novamente seco a temperatura ambiente e, finalientedicionado 5,0QL da solucdo de
glutaraldeido (GLU), deixando-se secar naturalmente

Cabe ressaltar que, a co-imobilizacdo de enzintadaye de ser um procedimento
rotineiro, uma vez que fatores como a quantidadesities ativos sobre a superficie do

eletrodo e as respectivas atividades enzimaticasdeferminantes para se obter uma boa
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funcionalidade do dispositivo. Contudo, determiiseua melhor quantidade de unidades para
cada enzima em estudo, visando alcancar o mellseng®enho e adequada funcionalidade
tanto para a GOx quanto para a FDH. Como a FDHupass niumero de unidades menor por

mg do solido liofilizado em relagdo a GOx, foi dimida a quantidade de unidades utilizada

de GOx para a constru¢do do biossensor bienzimatico

4.5.10 Avaliacdo do Desempenho Analitico dos Biossenso@8ase de GOx e FDH

4.5.10.1 Influéncia da Concentracdo Enzimatica

A avaliacdo da influéncia da concentragcdo da enz@@x no processo de
imobilizacéo foi verificada em funcdo da respostgerométrica do biossensor. Para isso,
foram registrados cronoamperogramas dos eletrodasdo-se o potencial em 0,200 V, em
solucdo de tampéo fosfato 0,10 mail hH=6,5, contendo 3,70xFfamol L™* de D-glicose. As
concentracdes avaliadas da enzima foram: 2,00; 8,00; 15,00; 132,40 e 170,00 mg ThL
Estas concentragdes corresponderam a 1,50; 3MP;H.,32; 100 e 128,00 unidades (U) de
enzima para um volume de 5,00adicionado no eletrodo.

Para a frutose dehidrogenase foi utilizada uma emnacdo de 2,00 mg il

correspondendo a 20,60 U de enzima em pl@&ra a construgcdo dos biossensores.

4.5.10.2 Estabilidade da Enzima GOx em Solugao

A estabilidade da enzima GOx em solucéo foi avaliadfim de saber quanto tempo
uma mesma solucdo poderia ser estocada sem quesseuperda significativa da atividade

enzimatica. Para este estudo, foi preparada umg&woda GOx contendo 100 U de enzima e
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medidas de estabilidade por absorcdo na regiao \deidJforam realizadas em meio de

tampao fosfato 0,10 mol'tpH=6,5.

4.5.10.3 Estudo da Concentracéo do Mediador Redox

A influéncia da concentracao do mediador na reapastperométrica do biossensor
a base de GOx e FDH foi investigada em solucéo &anfipsfato 0,10 mol £ pH=6,5, na
presenca de 6,89xTanol L* de D-glicose e D-frutose, respectivamente. A cotiagéo do

mediador tetratiafulvaleno (TTF) foi variada nosoves de 0,01; 0,05 e 0,1 mof-L

4.5.10.4 Efeito da Porcentagem de Glutaraldeido

O efeito da quantidade de glutaraldeido na respaf@erométrica do biossensor a
base de GOx e FDH foi avaliado em solucdo tampatatim 0,10 mol ! pH=6,5, na
presenca de 6,89xEanol L* de D-glicose e D-frutose, respectivamente. As grtagens de

glutaraldeido utilizadas para este estudo foram(5t 1,0; 5,0 e 10,0%.

4.5.10.5 Efeito da Temperatura

Pode-se promover o aumento na velocidade de reatAamatica aumentando-se a
temperatura. Sendo assim, o efeito da temperatararesposta amperométrica dos
biossensores & base de GOx e FDH foi avaliada ewéim fosfato 0,10 molt pH=6,5, na

presenca de 6,89xFanol L™ de D-glicose e D-frutose, respectivamente.

4.5.10.6 Efeito da Concentracédo Hidrogenibnica

A dependéncia da resposta amperométrica com a rwac@o hidrogenidnica na

resposta eletrédica do biossensor a base de GMHefdi verificada em meio de tampé&o
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fosfato 0,10 mol [* na presenca de 6,89x1énol L™ de D-glicose e D-frutose, variando-se o

pH destas solucdes.

4.5.10.7 Estudo da Reprodutibilidade de Preparacdo do BinsseBienzimatico

A reprodutibilidade de preparacao do biossensasa e GOx e FDH foi avaliada
por meio da resposta amperométrica destes dismssitem solucdo tampdo fosfato
0,10 mol L' pH=6,5, na presenca de 6,89%10mol L* D-glicose e D-frutose,

respectivamente.

4.5.10.8 Estudo da Repetibilidade e Reprodutibilidade de ibeeddo Biossensor
Bienzimatico

As medidas de repetibilidade de medida do biossendase de GOx e FDH foram
realizadas em uma série de 5 medidas (n = 5) amgééricas, numa mesma solucdo de
tampao fosfato 0,10 mol'LpH=6,5, na presenca de 6,89%1fol L' D-glicose e D-frutose,
respectivamente.

J& para os testes de reprodutibilidade de medmdanfefetuadas 5 medidas (n = 5)
em solucbes diferentes de tampdo fosfato 0,10 mbl pH=6,5, na presenca de

6,89x10° mol L™ D-glicose e D-frutose, respectivamente.

45.10.9 Estudo da Estabilidade do Biossensor Bienzimatico

Para a determinacdo do tempo de vida Gtil do bisssea base de GOx e FDH,
realizou-se 0 monitoramento da resposta dos dibgusi dia apds dia, usando o mesmo

eletrodo de trabalho.
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Durante a avaliagdo do tempo de vida do biossems@stocagem foi feita em

geladeira, a 4°C, em solucéo tampao fosfato 0,10_theH=6,5.

4.5.10.10  Desenvolvimento de Metodologia Analitica para assBensores

Estabelecidas as melhores condi¢des para o desegnento dos biossensores a base
de GOx e FDH, construiu-se, entdo, as curvas amsaliem eletrdlito puro pelo método da
adicdo de padrdo, em meio de solucdo tampdo fosfd® mol L' pH=6,5. Foram
construidas curvas analiticas para a determinagd»glicose e D-frutose, separadamente, e
utilizando mistura equimolar destes dois carboadrafs adicdes foram feitas em triplicata e
a curva analitica construida por meio da médiacdagntes amperométricas de cada adicao
vsa concentracao de D-glicose e D-frutose, respmointe ou da mistura equimolar.

Foram calculados os limites de deteccdo (LD) q@engenor concentracdo de um
analito detectada, mas ndo quantificada e de dagfio (LQ) que é definido como sendo o
menor valor determinado para a metodologia propostie se considera que o limite do

equipamento ainda nao foi atingido, mas a confidadle atingida € de 99%.

4.5.10.11  Aplicacdo do Biossensor Bienzimatico em Amostraslideentos

A determinacdo amperomeétrica simultanea da D-gli@B-frutose em amostras de
alimentos dietéticos e ndo dietéticos, foi reaizpdr meio do método de adi¢do padrao, ou
seja, além da amostra ainda foram adicionados vohaises de solucdo conhecida de padrao
de D-glicose juntamente com D-frutose. As amosfeiam diluidas em tampéo fosfato
0,10 mol L* pH=6,5. Para cada adic&o, foi realizada uma meatitzerométrica.

Foram utilizadas amostras de refrigerantes dietidight e ndo dietéticos e

adocantes, todas obtidas no comércio local.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo destina-se a apresentar os resultastados com a modificacdo de
eletrodos de ouro® = 2 mm) pelo tiol cistamina, por meio da aplicagks técnicas de
voltametria ciclica e impedancia eletroquimica. Camaracterizacdo das superficies destes
eletrodos recobertos por camada auto-organizademfaealizadas as imobilizacées das
enzimas GOx e FDH nestas superficies e confecaiomadiossensor bienzimético. Os

resultados foram obtidos por voltametria ciclica@oamperometria.

5.1 O Tiol Cistamina (CYS)

Foram construidos biossensores utilizando o tigtaoiina, uma vez que a
ancoragem das enzimas GOx e FDH nesta SAM foi émwda. Sabe-se que a melhor faixa de
pH de trabalho para as enzimas GOx e FDH encoatesss valores abaixo de pH=7,0. A
cistamina, em pH &cido, esta levemente protonadi‘fNadquirindo carga positiva. J& as
enzimas GOx e FDH possuem pontos isoelétricos (\elqH onde a molécula encontra-se
neutra) em valores de 4,2 e 4,5, respectivamemepHs acima destes valores ambas as
enzimas adquirem carga negativa, promovendo, assmahor imobilizacdo destas
biomoléculas na SAM de cistamina. Como o meio ogadi apresentou um pH levemente
acido (pH=6,5), este favoreceu a atracdo pelasciespéEntretanto, para garantir uma
imobilizacdo estavel das enzimas sobre a CYS, tamgldeido tem um papel fundamental.
Por ser um agente bifuncional promove as ligac@asadas entre as macromoléculas da
proteina, aumentado a estabilidade das biomoléeutgarantindo maior estabilidade para o

biossensor.
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A cistamina, um dissulfeto, possui dois &tomos beofee, ligados entre si e nas
outras extremidades grupo amina (Figura 11). Quanuibilizada em substrato de ouro,

rompe as ligagbes S-S, e cada um destes adsomeecsetetrodo de outd.

S/vNHZ

SNNHZ

Figura 11. Estrutura da molécula de cistamina.

5.2 Caracterizacdo dos Eletrodos de Ouro com SAM dedsna (SAM-CYS)

A caracterizagcdo das monocamadas auto-organizamtadifprentes técnicas, tais
como, eletroquimicas e espectroscopicas, € uma etato importante na modificacdo de
eletrodos, pois, por meio delas, € possivel adqimformacfes sobre a transferéncia
eletrdnica de espécies redox, 0 excesso superfasairregularidades superficiais apds sua
formacgao e outras propriedades como resisténdieadsferéncia de carga e capacitancia dos
filmes.

A estrutura e as propriedades eletroquimicas deoocamnadas auto-organizadas
constituidas pela cistamina sobre eletrodo de fawemn investigadas por meio de impedéancia
eletroquimica e voltametria ciclica em tamp&o fiosf@,1 mol L* contendo uma espécie

redox, e em KOH 0,1 mol'l, para avaliar a dessorcéo redutiva das monocamadas.

5.2.1 Efeito do Tempo na Formacédo da SAM-CYS

Com o objetivo de se obter informacbes sobre aitesér e as propriedades das

monocamadas formadas sobre a superficie de ourarig@lino, observou-se o
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comportamento da SAM-CYS frente a uma espécie re@ograu de interacdo de uma
determinada molécula redox com a superficie mauificdo eletrodo € controlado por
propriedades quimicas e fisicas desta espécie a&s pedracteristicas relacionadas a
organizacao e presenca de irregularidades na SAM.

Os eletrodos de ouro foram previamente tratadosocatascrito na parte
experimental para a formacao da SAM de cistamingn@po de formagcao da SAM-CYS foi
avaliado por meio de estudos eletroquimicos. Naalitira, o tempo de 2 horas de formacédo
da SAM é o mais citado para ti6is de cadeias clirtésto foi comprovado por meio de
medidas de voltametria ciclica, uma vez que parpds de deposicdo da SAM-CYS acima
de 2 horas, ndo houve mudanca significativa nosreslde corrente. Na Figura 12 séo
apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos gaaiatrodo de ouro liso e modificado
com cistamina, ambos em&e(CN)} 1,00x10° mol L* em meio de tampdo fosfato
0,10 mol '* pH=6,5.

Além do efeito do tempo na formacédo da SAM-CY Syalsamogramas ciclicos do
ouro modificado na presenca deH€(CN) mostraram maiores correntes de pico que em
relacdo ao ouro liso,sem modificacdo significatia potencial (Tabela 4).0 aumento nas
correntes de pico pode ser devido a uma maior disiidade da superficie modificada para
a ocorréncia do processo eletroquimico pela indbigla adsorcdo de impurezas ou
interferentes na superficie eletrédica.

Adicionalmente, a transferéncia eletrbnica ocorteavés das moléculas de
alcanotibis de cadeias curtas por tunelamentoadidtvido a pequena distancia dos ions a

superficie metalica>
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2,0
3
: 0’0_- F’/

0,1 00 01 02 03 04 05 0,6 0,7
E/V vs Ag/AgCI
Figura 12. Voltamogramas ciclicos de,Re(CN)/KsFe(CN) na concentracdo de 1,005Lthol L™ em tampéo

fosfato 0,10 mol [* (pH = 6,5) para: eletrodo de ouro liso Y e eletrodo de ouro modificado com cistamina nos
tempos de: 2{ ); 6 (0 ); 12 (/) e 24 (0 ) horas com velocidade de varreura 50 mV &

Tabela 4.Valores de potencial de pico dos voltamogramasgcogilpara os diferentes tempos de formacéo da
SAM-CYS.

Tempos de formacéo da SAM-CYS /

horas Epa/ mV Bc/ mV

2 49,50 -37,40

6 52,50 -40,60

24 53,10 -40,62

48 54,00 -41,60

*ouro limpo 42,40 -31,50

5.2.2 Dessorcéo Eletroquimica

Com o proposito de dar continuidade a caracterzd@adSAM-CYS sobre eletrodo
de ouro, foram registrados voltamogramas cicli@a jp dessor¢cao eletroquimica em solucéo
de KOH 0,1 mol [}, variando-se o potencial de +0,10 V a -1,30 V, ogetocidade de

varredura de 25 mV. O voltamograma tipico obtidoapa processo de adsor¢cdo por SWV

esta apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Voltamograma ciclico obtido para o tempo de 2 hamsleposicdo da SAM-CYS em solucdo de
KOH 0,1 mol ", Potencial: +0,10 V a -1,30 V coiw 100 §", AE;=2 mV ea =50 mV.

Os ti6is sofrem dessorgao redutiva quando potenomais negativos sao aplicados
em eletrodos metalicos. Para que ocorra a desselekoquimica, as superficies recobertas
sao imersas em solugcdo aquosa ou etandlica (plonawtbasico). Apds a dessorcao, tanto o
tiolato como a superficie metalica se solvatamiePdp tiolato solvatado se difunde da
superficie, enquanto parte pode ser readsorvidpssencial aplicado retornar para valores
positivos.

O processo fisico-quimico envolvido na adsorcéoce(@lessorcéo eletroquimica (7)

de tidis esta representado nas seguintes reacoes:

Au+HSR - Au-SR+H" +e” (6)

Au-SR+e - Au +SR (7)
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Os estudos de mecanismo deste processo sugerema qUessorgao ocorre
primeiramente nas regides de defeitos das SAMs parsseguir para regides melhores
organizadas e mais empacotadas.

A reducdo eletroquimica de alcanotitis € um fen@ngre pode ser utilizado para a
caracterizagcdo de suas monocamadas construidas swdinis e a carga envolvida na
dessorcdo redutiva pode ser empregada para dedg@vinda quantidade de moléculas
adsorvidas sobre a superficie metélica.

Quando se observa a Figura 13 percebe-se que aGABMapresenta mais de um
pico de reducdo. A presenca desses picos de dassairgla ndo é bem compreendida, uma
vez que, segundo a teoria da reducdo dessortiteafes®meno é realizado via um processo
monoeletrénico, 0 que ndo explica o aparecimentandes de um pico de reducdo. O
surgimento de outros picos pode ser atribuido taot diferentes dominios cristalinos na
superficie do ouro policristalino, quanto a presede moléculas de alcanotidis fracamente
ligadas a superficie eletrddica, presentes nasbeegde irregularidades das SAMs. O
comportamento do pico localizado em potenciais raaidicos é uma forte evidéncia do
rompimento da ligacdo RS-Au, e pode ser utilizadmm céalculo do excesso superficial da
molécula de alcanotiél na superficie do ouro, porospico mais estavel.

Baseado nisso, a localizacdo e a intensidades idos gde dessor¢cdo podem ser
utilizados na caracterizacdo das monocamadas, etagap ao excesso superficidl) (e
estabilidade, a partir dos voltamogramas ciclicasaps diferentes tempos de formacéo,
medidos pela integral da card@)(dos respectivos valores obtidos nestes voltamuagado

pico catédico de dessorcéo do’ffde por meio da equacao:

[ = i (8)
nFA
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onde,I" o excesso superficial (mol &) Q a carga (obtida pela integracéo da area do pico de
dessorcaof é constante de faraday,é o numero de elétrons transferido por molécula de
espécie ativa @ é a area eletroativa do eletrodo (0,1%)ci®s resultados séo apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5.Valores dos excessos superficidis,obtidos a partir da primeira varredura redutida,eletrodo d
ouro recoberto com diferentes tempos de formac&Ada-CYS.

Tempos /Tmol cn??
Au-CYS 2 horas 10,30x16
Au-CYS 6 horas 10,80x16
Au-CYS 12 horas 10,85x10™
Au-CYS 24 horas 10,92x18

A Figura 14 mostra a variagcdo de excesso supérfieia tempos de SAM-CYS.
Nota-se que com o aumento do tempo ocorre um aonuentecobrimento do eletrodo de
ouro. Contudo, nota-se também que ap0s um detedmiempo existe uma estabilizacdo do

recobrimento da superficie.

22,0

20,04

18,0 .
16,0

14,04

(10" mol / cnf)

12,04

10,0 T T T T T T T T T T T
0,0 300,0 600,0 900,0 1200,0 1500,0
Tempt / minuto

Figura 14. Variagdo do excesso superfici@ll, para o eletrodo de ouro recoberto com difereteaagos de
formacéo da SAM-CYS.

75



asc Resultados e Discussao

Antes de analisar estes dados é importante recadaefinicdo de excesso
superficial. O excesso superficial € o nUmero deesy@m excesso, na superficie do eletrodo,

se comparado com uma referéncia (o seio da solpgaexemplo). Assim:

O — ,,S R
I =0 =1, (9)
Onde 777 € a quantidade em excessaje e 7% sdo os numeros de moles da espécie na

superficie (S) e no sistema de referéncia (R).

Para a superficie do eletrodo, podemos definircesso superficial comia

r="7_ (10)

Obviamente, este valor deestd diretamente relacionado com a forma com que a
espécie adsorvida interage com a superficie doodlet Assim, se uma molécula se adsorve
sobre um sitio ativo da superficie, seu excesserfail serd maior que aquela que se
adsorve em 2 ou mais. Este comportamento foi aumipor Stolbergt al'** para a adsorcéo
de piridina sobre Au policristalino. Para a adsorgérizontal da molécula, um valor maximo
de I'max = 3x10™ mol cni? foi encontrado, enquanto que, para a adsorcadcaleft,a
aumentou para 7xI8mol cm?.

Shervedanet al!*° avaliaram o grau de recobriment?) @la superficie pela SAM de
3-AMP por meio da integracdo da corrente de pidddiea associada com 0 processo de
dessorcdo da SAM em meio de NaOH utilizando voltdeneiclica. A carga da primeira
varredura ciclica foi de 58C cmi®. Assumindo o envolvimento de 1 elétron no procekso
reducdo (Au-SR+e=> Au+RS-) a carga de 58 cm? foi convertida & uma concentracdo de
5,55x10'"° mol cm® Os autores compararam o valor obtido com o vaieal de

7,68 x10™ mol cm? em relac&o ao arranjo do ouro policristalino, 8 demonstrou que cerca
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de 73,00£2% do eletrodo de ouro foi recoberto BefMP. Foi ressaltada a estabilidade da
SAM em um intervalo de potenciais entre +0,800 6@ V vs ECS, possibilitando uma
janela de potencial satisfatoria para estudar badepde reacbes redox envolvendo
biomoléculas. Dessa forma, de acordo com dadostagjms na literaturd>**® valores dd
acima de 108° comprovam a formag&o completa de uma monocamaaleateotiol.

Observando os dados apresentados na Tabela 5sengjize o tempo de 24 horas
apresentou melhor recobrimento. Entretanto, todasgaacfes de tempo apresentaramium
de mesma grandeza (I}, enfatizando, novamente, que o tempo de 2 haiasuficiente
para garantir um recobrimento maximo da SAM-CY Sesabeletrodo de ouro.

Esse fato foi comprovado por meio de medidas deed@pcia eletroquimica
(Figura 16), onde se observou que a reagéo dddrénsia eletronica foi favorecida para o
eletrodo de ouro modificado com SAM-CYS, seguid@@pa de difusdo. O eletrodo de ouro
liso apresentou um perfil de transferéncia elet@npara altas freqiéncias e um

comportamento difusional a baixas freqiéncias (@igd5).

7,5

® Experimental
O Fit
5,0 'S
%
G ¢
= ¢
~
Q
g 257 Q
= o2
N ] o)
o 7
T T T T T T
0,0 2,5 5,0 75
/I kQ
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Figura 15. Grafico de Nyquist para o eletrodos de ouro lisole®®x10® mol L™ de K;Fe(CN)/KsFe(CN) em
tampao fosfato pH = 6,5. Intervalo de frequiéncl¥ tnHz a 10 kHz. As medidas foram realizadas ereni!
fixo igual a 0,200 WsAg/AgCl.
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A Figura 16 mostra os grafico de Nyquist obtidosapa eletrodo modificado pela
imersdo em diferentes tempos na solugdo de cistamem uma solucdo contendo
1,00x10° mol L de K;Fe(CN) em tampao fosfato 0,10 mot'lpH = 6,5. Foi escolhido um
valor de potencial fixo referente ao potencial @asferéncia de carga de oxidagao do ferro
no complexo de potassio (0,180 wé Ag/AgCl). Os valores obtidos pela simulacdo das
resisténcias de transferéncia de carga para asfisigeede Au modificadas pela cistamina
sdo tao baixos quanto aqueles obtidos para o Aullissta forma, os diagramas de Nyquist

abaixo mostram um processo controlado exclusivaenepela difusdo dos ions

Fe(CN)*/Fe(CN)>.
30
@ Cis2h oe W CiSéh
1 O Fit 99° 301 O Fit
20+
20+
g g
N 104 N
N 10
0+ 0-
5l 30 %0 0
Z' [ kQ
A cisi2h % CIS 24h
304 A Fit 30 Y Fit *
20+ 20
g g
R N
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Figura 16. Grafico de Nyquist para os eletrodos de ouro redob com diferentes tempos de cistamina, em
1,00x10° mol L* de K,Fe(CN)Y/KsFe(CN) em tampéo fosfato pH = 6,5. Intervalo de freqi@ntD0 mHz e
10 kHz. As medidas foram realizadas em potencialifjual a 0,180 \WsAg/AgCl.
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5.3 Construcao dos Biossensores a Base das enzimas &kEDH

5.3.1 Modificacdo das Camadas Auto-Organizadas com as Emzas Glicose Oxidase
(GOXx) e Frutose Dehidrogenase (FDH): Otimizacéo eplicacao

Apoés o estudo da formacdo da SAM-CYS sobre eletmelcouro, iniciou-se o
método para a imobilizacdo das enzimas GOx e FDatdedo com o procedimento descrito

na parte experimental.

5.3.1.1influéncia da Concentracdo Enzimatica

Iniciou-se a avaliacdo do desempenho do biossemdmse da enzima GOx, por
meio da resposta amperométrica verificada em fudaedmncentracdo de enzima no processo
de imobilizacdo, enquanto que os volumes dos outmegponentes permaneceram constantes.
As concentracdes da GOx utilizadas 2,00; 4,00;;8,8M0; 132,40 e 170,00 mg fiforam
convertidas em unidade enzimatica, correspondendgb@ 3,02; 6,04; 11,32; 100,00 e
128,00 unidades (U) de enzima para um volume d&ub &dicionado no eletrodo.

A Figura 17 mostra o efeito da quantidade da GGxvabores de corrente limite de
difusdo do mediador TTF, em solucdo de tamp&o tioddal0 mol I pH=6,5, contendo
3,70x10° mol L™ de D-glicose. E possivel constatar que ndo houmeeato significativo na

resposta com a concentracdo da GOx maior que 18848L" (100 U em Hul).
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Figura 17. Efeito da quantidade de enzima na resposta amgéioando biossensor Au-CYS-TTF-GOx-GLU
em solucédo de tampéo fosfato 0,10 mdl pH=6,5, contendo 3,70xfOmol L* de D-glicose. E aplicado:
0,200 VvsAg/AgCl.

5.3.1.2Estabilidade da Enzima GOx em Solucao

A estabilidade da enzima em solugao foi avaliadanale se conhecer o tempo em
que essa solucdo poderia ser estocada sem queskeuperda significativa da resposta
enzimatica e, desse modo, garantir que 0s ressltpdsteriores ndo possam ser atribuidos
apenas a decomposicdo da enzima. Durante est® essalucdo da GOx (132,40 mg WL
foi armazenada sob refrigeracdo (aproximadameftC)2e foram realizadas medidas diarias
de absorcdo na regido do UV-vis, com absorcdo emmpimentos de onda de
aproximadamente 200 nm e 276 nm, respectivameoteo e¢nostrado na Figura 18. Foram
analisados os dois picos de absorbancia, os gueesemtaram a mesma resposta de acordo
com o tempo. Na Figura 19, estdo apresentados sdtados referentes ao pico de
absorbancia em 276 nm, onde observa-se que sompas40 dias de analise a enzima
comeca a perder resposta, dessa forma, a mesmas@odemazenada por esse tempo sem

gue ocorra perda significativa na resposta do bresy.
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Figura 18. Espectro de absorcdo da enzima G@®igura 19. Efeito do tempo de estocagem da solugéo
(132,40 mg m') com o tempo de estocagem dda enzima GOx (132,40 mg ML em relacdo a
solugdo: 0) 1, @) 2,(1)6,([J)15(); 29 ( ); 40 absorbancial= 276 nm).

(C1) dias (espectros sobrepostos).

5.3.1.3Determinagédo do Potencial de Trabalho

O potencial de trabalho a ser utilizado pelo binsseno monitoramento do produto
de reacdo enzimatica, foi determinado utilizandeedametria ciclica, para encontrar o pico
de oxidacdo do mediador de elétrons TTF (Figura E@ura 21), que ocorre somente apos a
adicdo do substrato de interesse na célula elémicp O potencial de pico da oxidacao do
TTF é observado em aproximadamente 200 mV, ou k®ja, ap0s a corrente limite de

difusdo, garantindo que o maximo de espécie chaguperficie do eletrodo.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos obtidos para Rigura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos para a
adicdo de D-glicose (100 U de GOx) em tampé&alicdo de D-frutose (20,6 U FDH) em tampao fosfato
fosfato 0,10 mol ! (pH = 6,5) onde: brancd]() e 0,10 mol L* (pH = 6,5) onde: brancdl() e adigéo de
adicdo de 6,89x1dmol L-1 de D-glicosel( ). 6,89x10° mol L™ de D-frutose {1 ).

5.3.1.4Estudo da Concentracdo do Mediador Redox

O tetratiafulvaleno (TTF), representado na Figu?a € utilizado como mediador
redox, devido ao seu efeito eletrocatalitico naagifio da D-glicose e D-frutose, aumentando

a velocidade da reacao de transferéncia de elétrons
[S S:’
S S

Figura 22. Representacéo da molécula de tetratiafulvaleno.

A influéncia da concentracdo do mediador TTF ngas® cronoamperométrica
(corrente limite de difusdo da oxidacdo do TTF)kdossensor Au-CYS-TTF-GOx-FDH-
GLU foi investigada na presenca de 6,89%bfol L™ de D-glicose e D-frutose em meio de
tampao fosfato 0,10 molipH=6,5, como é mostrada na Figura 23 e na Figlr®ainal do
biossensor aumentou com a concentracdo de TTFOdea0),1 mol [}, porém acima deste
valor, houve dificuldade na preparacdo do biossengasando instabilidade nas medidas

experimentais, sendo assim, utilizou-se de 0,1Liiale TTF.
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Figura 23. Cronoamperogramas obtidos para FRigura 24. Influéncia da concentragdo do mediador

variagdo na concentragcédo do mediador TTF com adidad- na resposta amperométrica do biossensor Au-

de 6,89x1G mol L™ D-glicose e D-frutose em tampadCYS-TTF-GOx-FDH-GLU em solugdo de tamp&o

fosfato 0,10 mol [ (pH = 6,5), onde: 0,01Y); 0,05 fosfato 0,10 mol L[ pH=6,5  contendo

(0)e0,1()mol L' de TTF. 6,89x10° mol L' de D-glicose e D-frutose. E
aplicado: 0,200 WsAg/AgCl.

tempao/ segundos

Como exemplo, a reacdo que determina a oxidacasubletrato D-glicose, na

presenca do mediador TTF é dada por:
D-glicoe+GOx-FAD+H" - gliconolamnat+GOx_, + FADH

FADH +2TTF" +H"™ - FAD +2TTF +2H "
2TTF - 2TTF " + 2e”

(11)

5.3.1.5Efeito da Porcentagem de Glutaraldeido

Outro parametro importante para se avaliar € agpteigem de glutaraldeido, que é
um agente bifuncional responsavel pela formacao ligacbes cruzadas entre as
macromoléculas da proteina, aumentando sua edtat@lie fixando-a melhor a superficie do
eletrodo. A Figura 25 apresenta os cronoamperogrgmaga o efeito da porcentagem de
glutaraldeido e a Figura 26 e mostram o efeitowdmtidade de glutaraldeido (%) na corrente
limite de difusdo da oxidacdo do TTF, em tampadafos0,10 mol [* pH=6,5, contendo

6,89x10° mol L™ de D-glicose e D-frutose.
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Pode-se observar que o aumento da porcentagemutiratdeido além de néo
melhorar a resposta do eletrodo (ndo houve aumdatccorrente), ainda causa uma
instabilidade na medida, desta forma optou-senabathar com uma solucéo contendo 0,5%
de glutaraldeido, para garantir maior estabilidadebiossensor, visto que para 0,1% de

glutaraldeido a resposta foi praticamente a mesma.

14,0 2]
12,0 | ua
2.0-
10,0- .
8,0+ 1,8-
< <
= 6,04 =16
4,0 :
1,4- .-—-.\
2.0 . .
112 T T T T T T T T T T T
0,0 00 20 40 60 80 100

00 10,0 200 300 40,0 500 60,0

tempol segundos quantidade de glutaraldeido (%)

Figura 25. Cronoamperogramas obtidos para FRigura 26. Efeito da quantidade de glutaraldeido na
variacdo na porcentagem de glutaraldeido com adicésposta amperométrica do biossensor Au-CYS-TTF-
de 6,89x1G mol L* D-glicose e D-frutose em tampad3Ox-FDH-GLU em solucdo de tampdo fosfato
fosfato 0,10 mol ! (pH = 6,5), onde: 0,1%[Y); 0,10 mol L' pH=6,5, contendo 6,89xf0mol L™ de
0,5% (1); 1,00% (J); 5,00% () e 10,00% () de D-glicose e D-frutose. E aplicado: 0,200 V5
glutaraldeido. Ag/AgCI.

5.3.1.6Efeito da Temperatura

Os experimentos de temperatura, foram realizadaostaibo de se avaliar a perda da
resposta enzimatica com o0 aumento de temperataa ps enzimas GOx e FDH,
separadamente, em solugdo contendo o substraticddle D-frutose, por meio de medidas
amperomeétricas.

Para o biossensor Au-CYS-TTF-GOx-GLU As temperatwariaram de 15 a 50 °C

como pode ser visto na Figura 27 e na Figura 2pectivamente.
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Figura 27. Cronoamperogramas obtidos para FRigura 28. Dependéncia da resposta do biossensor
variacdo de temperatura com adicdo du-CYS-TTF-GOx-GLU em funcdo da temperatura
6,89x10° mol L' D-glicose em tampdo fosfatoem solugéo de tamp&o fosfato 0,10 mdl pH=6,5,
0,10 mol L* (pH = 6,5), onde: 15°CY(); 25°C (J); contendo 6,89xI®mol L™ de D-glicose. E aplicado:
30°C (!); 35°C (0); 40°C; (); 45°C (J) e 0,200 VvsAg/AgCI.

50°C ( ).

Pode-se observar que com o aumento da temperanugae aumento da corrente
obtida, aumentando a velocidade de reacao e inthcgne ndo houve perda na resposta da
enzima. Desta forma, optou-se por trabalhar coemgératura de 35°C, pois esta € proxima
da temperatura normal de operacdo da biomolécularganismo, diminuindo possiveis
problemas de desnaturacao da enzima.

Os experimentos de temperatura para o biossens@YS4TTF-FDH-GLU, foram
realizados por meio de medidas cronoamperométrigasa a solucdo de tampéo
fosfato 0,1 mol [* contendo 6,89xI®mol L de D-frutose. As temperaturas variaram de 25

a 45 °C como pode ser visto na Figura 30.
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Figura 29. Cronoamperogramas obtidos para Rigura 30. Dependéncia da resposta do biossensor
variacdo de temperatura com adicdo d-CYS-TTF-FDH-GLU em fungdo da temperatura
6,89x10° mol L' D-frutose em tampdo fosfatoem solucéo de tamp&o fosfato 0,1 mdi (pH=6,5),
0,10 mol * (pH = 6,5), onde: 25°C{); 30°C (0); contendo 6,89xI®mol L™ de D-frutose. E aplicado:

35°C (1) e 40°C ). 0,200 Vvs Ag/AgCl.

Pode-se observar que com o aumento da temperanuge aumento da corrente
obtida, aumentando a velocidade de reacao e inthcgne ndo houve perda na resposta da
enzima. Desta forma, optou-se por trabalhar coemgératura de 35°C, pois esta € proxima
da temperatura normal de operacdo da biomolécularganismo, diminuindo possiveis

problemas de desnaturacao da enzima.

5.3.1.7Efeito da Concentracdo Hidrogenidnica

A influéncia da concentragdo hidrogenidnica do meima resposta
cronoamperométrica do biossensor Au-CYS-TTF-GOx-FBIHU foi examinada na faixa de
pH entre 55 e 85 em meio de tampdo fosfato 0,1 IO na presenca de
D-glicose e D-frutose. Os resultados sdo apresestad Figura 31, onde se observa o
aumento da corrente com o aumento do pH até adaquirivalor maximo em pH=6,5. A
partir desta condicdo, a corrente diminuiu novamedt valor de pH=6,5 foi adotado para o

desenvolvimento de metodologia e aplicacéo destsénsor.
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Figura 31. Dependéncia da resposta amperométrica do biogsensdYS-TTF-GOx-FDH-GLU em funcédo do
pH em solucdo de tampéo fosfato 0,10 ml ¢ontendo 6,89xI®mol L de D-glicose e D-frutose. E aplicado:
0,200 VvsAg/AgCI. T=35°C.

5.3.1.8Efeito do Eletrdlito Suporte para a enzima Frut@shidrogenase

De acordo com a literaturd o melhor eletrélito suporte para o estudo da reaga
enzima D-frutose 5-dehidrogenase (FDH) é o tampélvisine.

O tampao Mcllvaine trata-se de uma mistura deHR&, e acido citrico, em
concentragcbes que podem variar. Para este estudtlitada uma solucédo de bHPO, de
0,2x10° mol L juntamente com 0,1xT0mol L'de Aacido citrico, este procedimento foi
adotado de acordo com dados obtidos da literatura

Desta forma, os estudos com a FDH iniciaram avddizge o efeito do tampéao
fosfato de sédio 0,1 mol'te do tamp&o Mcllvaine.

A Figura 32 apresenta 0s cronoamperogramas pagbetnslitos suporte em estudo.
Nota-se que para o tampao fosfato de sédio a malgnide corrente € muito superior em

relagdo ao tampdo Mcllvaine. Provavelmente, esteeato da corrente é resultado da

concentracdo de tampado fosfato de sodio ser swupadoda solugdo de Mcllvaine,
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promovendo um aumento do agente de transporte @m.cAssim, para aplicacdo do
biossensor bienzimatico foi escolhido o tampaoaftmsfuma vez que as respostas para este
eletrélito foram satisfatérias e, dessa forma, sedeolvimento da metodologia para a FDH

foi também realizado em meio de tampé&o fosfatodde<,1 mol L.

18,0
16,01
14,01
12,0-
10,0-
8,01
6,01
4,0
2,0
0,0: 3
00 20,0 400 60,0 80,0 100,0 120,0
tempo/ segundos

I/ pA

Figura 32. Cronoamperogramas obtidos para a FDH em diferetéeslitos suporte, onde: solucédo de tampéao
fosfato 0,10 mol [* pH=6,5 (0 ) e solucéo de tamp&do Mcllvaine pH = 6,5)( Concentracdo de D-frutose de
6,89x10° mol L. E aplicado: 0,200 Vs Ag/AgCl. T=35°C.

5.3.1.9Estudo da Reprodutibilidade de Preparacéo dos Rinssres Bienzimaticos

A reprodutibilidade de preparacédo dos biossendoiesstimada usando a resposta
da corrente amperométrica de 5 eletrodos difergimtes) seguindo o mesmo esquema de
montagem Au-CYS-TTF-GOx-FDH-GLU em meio de tampésfdto 0,10 mol I* pH=6,5,

contendo 6,89xI® mol L™* de D-glicose e D-frutose com T=35°C. A reprodiithide foi

avaliada usando o desvio padrao relativo (DPR) é®,60%.
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5.3.1.10 Estudo da Repetibilidade e Reprodutibilidade de ibeddo Biossensor
Bienzimatico

As medidas de repetibilidade do biossensor Au-CY8-GOx-FDH-GLU foram
realizadas em uma série de 5 medidas (n = 5) nuesanm solucdo, na concentracdo de
6,89,0x10° mol L' de D-glicose e D-frutose, em meio de tamp&o fosfal0 mol L[*
pH=6,5, onde o DPR foi de 1,01 %. Para os testeepi®dutibilidade do método foram
efetuadas 5 medidas (n = 5) em solucdes diferecnesconcentracédo de 6,89,0%1Mol L™

de D-glicose, em meio de tamp&o fosfato 0,10 riigbH=6,5, onde o DPR foi de 1,80 %.

5.3.1.11 Estudo da Estabilidade do Biossensor Bienzimatico

Para verificar o tempo de vida do biossensor Au-OY8-GOx-FDH-GLU, foram
feitas medidas diarias usando sempre o0 mesmo hamseOs resultados estdo apresentados
na Figura 33, onde é possivel observar uma cowdsieleestabilidade até o trigésimo dia e,
apos este periodo, a resposta comeca apresentaredingéo diaria. Cabe ressaltar que
mesmo com esta diminuicdo da resposta, o biossamsta apresenta sensibilidade suficiente

para ser utilizado em analises de rotina.
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Figura 33. Efeito do tempo de estocagem do biossensor Au-CYS-GOx-FDH-GLU para analise diaria em
solucdo de tampdo fosfato 0,10 mot pH=6,5, contendo 6,89xfOmol L* de D-glicose e D-frutose. E
aplicado: 0,200 Ws Ag/AgCI. T=35°C.

5.3.1.12 Desenvolvimento de Metodologia Analitica para o0 sBensor

Au-CYS-TTF-GOx-GLU

Estabelecidas as melhores condi¢cdes para, constlalcurva analitica, por meio da
investigacdo do sinal amperométrico do biossernsor @ aumento continuo da concentragcao
de D-glicose em solucéo de tampéo fosfato 0,10LigdH=6,5. A Figura 34 apresenta trés
cronoamperogramas que mostram a dependéncia denteoie oxidacdo do TTF com a
adicdo de D-glicose, a fim de mostrar a reprodidédnle das medidas. Ainda na Figura 34
estd inserida a curva analitica construida por maionédia das correntes limite de difusédo

obtidas da oxidacdo do TMsa concentracdo da D-glicose.
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Figura 34. Cronoamperograma obtido para a adi¢éo de padditaus determinacdo de D-glicose em meio de
solugéio tampéo fosfato 0,10 mot bH=6,5. Faixa de concentracéo de D-glicose: 0,98x%16,89x1G mol L.

E aplicado: 0,200 Ws Ag/AgCl. T=35°C.Inserida Média da dependéncia das correntes limite des@ifida
oxidacdo do TTF com a concentracdo de D-glicosixaHinear de concentracédo de D-glicose: 0,98x40
6,89x10° mol L™,

O limite de deteccao (LD) foi calculado utilizande-o desvio padrdo da média
aritmética de dez amperogramas de brancos, obftidss correntes médias no mesmo

potencial do pico de oxidac&o do TTF, e a relacéstrada abaixd®**°

3S;
b
ondeSs € o desvio padrdo da média aritmética da correfttesltamogramas do branco, no

LD =

(12)

potencial equivalente a oxidacéo do TTE @ valor do coeficiente angular da curva analitica.
O limite de deteccao obtido foi de 0,24 mig(1,33x10° mol L™).
Além do limite de deteccdo, o limite de quantifidag(LQ) foi também avaliado.

Considerando-se a metodologia proposta o valor@lé Hado pela relac&83?

Q=1 (13)

O valor de LQ obtido para a D-glicose foi de 0,82 It (4,55x10° mol L™).
Para o eletrodo Au-CYS-TTF-GOx-GLU, calculou-se @nstante aparente de

Michaelis-Menten (I%°"") com base na curva analitica representada na &Figdr Essa
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constante € um parametro importante, que forndoemiacdo sobre a cinética enzimatica.
Segundo a equacdo de Michaelis-Menten, a cinétiziméticd*® pode ser descrita em
principio por:
V = K5[GOX] [glicose] / Ky + [glicose] (14)

Para a construcédo dos eletrodos € desejavel olisrlbraixo valor de i e V mais
elevado. Em outras palavras, quanto menof; oriaior a atividade enzimatica.

Por meio de uma relacao reciproca, a equacaolmiie descrita por Lineweaver-
Burk relaciona os valores de correntes obtidosrtir g grafico | vs concentracdo de glicose
(Figura 34) dado por:

1/1lss= 1/ bnax+ Kn®™P/ 1maxC (15)

onde, Is é a corrente de estado estacionario apos adicgticdse, hax € a corrente maxima
obtida ap0s a saturacdo da curva e C é a concgntiagglicose da solucao.

Utilizando a equacdo 15 obteve-sg®® = 4,16x10° mol L. Esse valor de #*" é
alto, em comparacdo com a literafitalsto se deve, provavelmente, a ndo saturagio
completa dos sitios ativos da GOx, ndo permiting® esta catalise eficientemente a oxidacao

da glicose.

5.3.1.13 Desenvolvimento de Metodologia Analitica para o0 sBensor

Au-CYS-TTF-FDH--GLU

Foi construida a curva analitica para o biosseAssCYS-TTF-FDH-GLU, por
meio da investigacdo do sinal amperométrico doskisor com o0 aumento continuo da
concentracdo de D-frutose em solucdo de tampaato6f10 mol [ pH=6,5. A Figura 35
apresenta o cronoamperograma que mostra a dependigncorrente de oxidagdo do TTF

com a adicdo de D-frutose. Na mesma Figura 35 iestido o gréfico que mostra a
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dependéncia das correntes limite de difusdo daag&ml do TTFvs a concentracdo da

D-frutose.

| / uA

0,01 .

0,51

| 0,0 ‘ ‘ ‘ ;
-1.04 0,0000 00015 0,0030 00045 0,0060 0,0075
)

[D-frutose] / 10° mol L+

00 7000 14000 21000 28000
tempo/ segundos

Figura 35. Cronoamperograma obtido para a adi¢do de padr@ia usadeterminacdo de D-frutose em meio de
solugéio tampéo fosfato 0,10 mot pH=6,5. Faixa de concentracéo de D-frutose: 0,98x%16,89x1G mol L.

E aplicado: 0,200 Ws Ag/AgCI. T=35°C.Inserida Dependéncia das correntes limite de difuséo d#ag&o do
TTF com a concentragdo de D-frutose. Faixa linearahcentracdo de D-frutose: 0,98%%#03,70x1G mol L™

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQidids por meio das equacgdes 12
e 13 foram de 0,18 mg ™ (1,00x10° mol LY e 0,63 mg [* (3,5x10° mol L™,
respectivamente.

Assim como para o biossensor a base da GOx, foulealo o valor de P o
biossensor Au-CYS-TTF-FDH-GLU. O valor encontradar pneio da equacédo 15 foi de
Ku?P = 1,30x10F mol L. Esse valor de #"° esta de acordo com resultados obtidos na

literaturd*?
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5.3.1.14 Desenvolvimento de Metodologia Analitica para o0 sBensor

Au-CYS-TTF-FDH--GLU

Apos conhecidos 0os comportamentos dos biossenadrase de GOx e FDH, fez-se
a determinacao analitica para o biossensor utdizas duas enzimas simultaneamente. Dessa
forma, foi verificado o comportamento do biossen8arCYS-TTF-GOx-FDH-GLU, por
meio de medidas de voltametria ciclica em meio @9x@0° mol L* de D-glicose e
D-frutose (Figura 36). Em uma mesma solucéo de danfipsfato 0,1 mol T pH=6,5 foram
adicionados 6,89x1dmol L™ de D-glicose e D-frutose simultaneamente a finvet#icar o

sinal obtido desta mistura (Figura 37).

20,C
15,0
120 15,01
9.0 10,01
< <
= 6,0+ — 50
3,0-
0,04
0,0-
'5,0 T T T T T
-3,0- . -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3

01 00 01 02 03

E/V vs Ag/AgCI E/V vs Ag/AgC

. . . Figura 37. Voltamogramas obtidos para a adi¢édo de
Figura 36. Voltamogramas obtidos para a adi¢do ¢§.glicose e D-frutose, em solucdes separadas de

D-glicose e D-frutose, em solucbes separadas tgfpso fosfato 0,10 mol™LpH=6,5, onde: branco
tampdo fosfato 0,10 mol L pH=6,5, onde: branco(D ). D-glicose (1) e D-frutose (). (0)

(0); D-glicose (1) e D-frutose (). Conc_lentragéo dey/oltamograma para a D-glicose e D-frutose juntas na
D-glicose e D-frutose: 6,89xt0mol L™ T=35°C mesma solugdo. Concentracio de D-glicose e
(100 U GOx). D-frutose: 6,89x18 mol L. T=35°C. (20,6 U FDH).

5.3.1.15 Desenvolvimento de Metodologia Analitica para osBemsor Bienzimatico

Depois de construidas as curvas de trabalho pasaterminacdo dos acucares
D-glicose e D-frutose, separadamente, a fim defivaria potencialidade do biossensor
bienziméatico, fez-se entdo, a determinacdo simegtatos carboidratos por meio de adicdes
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padrdo de uma mistura equimolar de D-glicose eu»$e, como apresentado na Figura 38.
Na mesma esté inserido o grafico que mostra a dépeia das correntes limite de difusao da

oxidagdo do TTRsa concentracdo da mistura equimolar de D-glicoBefrutose.
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2.0

| /A

1.0-

0.0

o R = 0,989
0,0 15 3,0 45 6,0 7.5
[D-glicose + D-frutose]/ 10°mol L™*
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0.0 1000.0 2000.0 3000.0 4000.0 5000.0

tempo/ segundos

Figura 38. Cronoamperograma obtido para a adigdo de padeitaus determinagéo de D-glicose e D-frutose
em meio de solucdo tampdo fosfato 0,10 molgH=6,5. Faixa de concentracdo da mistura equinuidar
D-glicose+D-frutose: 0,98xI0a 6,89x1G mol L*. E aplicado: 0,200 Ws Ag/AgCl. T=35°C. Inserida
Dependéncia das correntes limite de difusdo daag&ml do TTF com a concentragdo da mistura
D-glicose+D-frutose. Faixa linear de concentra€®8x10® a x10° mol L™

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQidis por meio das equagdes 12
e 13 foram de 0,26 mg™L (1,44x10° mol L") e 0,91 mg [* (5,05x10° mol LY,
respectivamente.

A potencialidade da metodologia foi entdo testadalizando-se medidas de

recuperacdo em amostras de refrigerantes e adsgdritdas no comércio local.

5.3.1.16 Aplicacédo do Biossensor Bienzimatico em Amostraslideentos

5.3.1.16.1Aplicacdo em Refrigerantes

A determinacado dos acucares D-glicose e D-frujmssentes em grande quantidade

em alimentos, como refrigerantes, foi realizaddizaido o biossensor bienzimatico
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Au-CYS-TTF-GOx-FDH-GLU. Foram utilizados refrigetas a base de cola, de guarana e de
suco de laranja, sendo estes: ndo dietéticos,digiatéticos.

Para este estudo foi adicionado a cela eletrogaiomta aliquota de 1QQ. de cada
amostra em 10,0 mL de tampao fosfato 0,10 mbpH=6,5 e por meio de adicdo de padréo
de mistura equimolar de D-glicose + D-frutose foreonstruidas curvas analiticas, de onde
foram obtidos valores referentes a menor quantidkdectada dos acucares por meio da
equacado 12. Estes resultados sdo apresentadoguma B9, para a amostra de refrigerante a
base de cola, onde se observa que o0s amperograrasap amostras dos refrigerantes
dietético e light apresentaram a mesma magnitude vatores de corrente, indicando a
auséncia dos acucares. Este fato pode ser reldoiammn os rétulos dos produtos, os quais
indicam que estes alimentos ndo contém quantidageiticantes de carboidratos. Entretanto,
se houver uma quantidade minima de D-glicose auidde na amostra de refrigerante light,
esta diferenca de conteddo em relacdo a dieté&ta, abaixo do limite de detec¢do da
técnica.

Ja o cronoamperograma para a amostra de refrigerditt dietético (Figura 39),
observa-se que existe uma elevada magnitude denterdurante a medida do branco (sem
adicado de D-glicose), indicando a presenca de gt em uma quantidade significativa, o

gue demonstra a boa funcionalidade do biossensor.
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Figura 39. Cronoamperogramas obtidos para a adicdo de padi@dauna determinacdo de D-glicose e
D-frutose em meio de solugéo tampéo fosfato 0,1DLitqpH=6,5, na presenca de refrigerante & base de cola
onde: refrigerante ndo dietética |; refrigerante light[(l ) e refrigerante dietético (). Faixa de concentragao

de D-glicose+Dfrutose: 0,98xE@ 4,54x1G mol L™ . E aplicado: 0,200 Vs Ag/AgCl. T=35°C.

A dependéncia das correntes limite de difusdo ddag&o do TTF em funcdo da
adicdo de D-glicose+D-frutose para as amostras efiegerante dietético e light, esta
apresentada na Figura 40 e Figura 41. A menor miaalet do acUcares detectada para o
refrigerante dietético foi de 0,25 mg'1(1,38x10° mol L") e para o refrigerante light foi de
0,24 mg L* (1,33x10° mol L™). Estes resultados comparados ao LD obtido naacamalitica

em eletrdlito puro indicam que praticamente ndefeéo de matriz.
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Figura 40. Dependéncia das correntes limite dejgura 41. Dependéncia das correntes limite de
difuséo da oxidacdo do TTF com a concentracao dlfusdo da oxidacdo do TTF com a concentragéo de
D-glicose+D-frutose para a amostra de refrigerantey.-glicose+D-frutose para a amostra de refrigerante
base de cola dietético. Faixa linear de Concemra%se de cola ||ght Faixa linear de Concentragéo de

de D-glicose+D-frutose: 0,98xf0  a D-glicose+D-frutose: 0,98x10a 4,54x1G mol L™,
4,54x10° mol L™

Para a amostra de refrigerante a base de colaiei@tiab obteve-se um valor inicial

de D-glicose+D-frutose de 17,9 mg (9,95x10° mol L™Y) de acordo com a Figura 42.
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0,0- : . ; . . . . . .
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
[D-glicose + D-frutose]/ 10° mol L™

Figura 42. Dependéncia das correntes limite de difusdo daagfio do TTF com a concentragdo de
D-glicose+D-frutose para amostra de refrigerantediétético.

Para as demais amostras de refrigerante, senda délase de guarana e a base de
suco de laranja, foram encontrados os seguintesegatie acordo com a Tabela 6 e a Tabela

7
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Tabela 6 Valores referentes as quantidades de D-glicd3dratose obtidos para as amostras de refrigerante
base de guarand, para os tipos: dietético, ligioedietético.

Refrigerante a base de guarandD-glicose+D-frutose / mg L
Light 0,28 (1,55x10 mol L)
N30 dietético 20,2 (1,12xTamol L)

Tabela 7. Valores referentes as quantidades de D-glicd3dratose obtidos para as amostras de refrigerante
base de suco de laranja, para os tipos: dietdititw,e ndo dietético.

Refrigerante a base de suco dTD-incose +D-frutose / mg T

laranja
Light 0,27 (1,50x10 mol L)
NZo dietético 25,4 (1,41xTomol L)

5.3.1.17 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Os resultados obtidos no item anterior foram coag@s com dados obtidos para
HPLC com detector eletroquimi¢d onde foram determinadas as quantidades minimgs do
carboidratos estudados.

Os autores utilizaram um sistema de cromatografiada, o qual consistiu de uma
bomba modelo LC-10Ai (Shimadzu), com sistema de&idigscado de solventedap made e
uma valvula de injecdo Rheodyne com uma alca destaagem de 2QL. Utilizou-se uma
pré-coluna CarboPac PAl (Dionex) e uma coluna deatranionica forte de resina de
poliestireno-divinilbenzeno (CarboPac PA1L, 10 uB0 thm x 4 mm, Dionex). A fase mével
utilizada foi 1,4 mM de NaOH. A fase movel foi fdda em membrana 0,45 um de PTFE e
desaerada com nitrogénio. O fluxo utilizado foi L min™, a temperatura da coluna foi
mantida em forno controlado a 25 °C. Apds cadaidayrra coluna foi regenerada com
300 mmol L* de NaOH por 12,5 min e em seguida as condicéenatograficas foram re-
equilibradas com a passagem 1,4 mnibde NaOH por 15 min, antes de cada injecdo. Para

construir as curvas analiticas, partiu-se de urha&cdo estoque e diluiu-se 100, 200, 400 e
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1000 vezes. A Tabela 8 apresenta os valores decacéo (g ') da solucdo estoque de

carboidratos e suas respectivas diluigdes.

Tabela 8. Valores de concentracdo (g')Ldas solucdes estoque de carboidratos e suastieapediluicdes
empregadas na avaliacdo da célula eletroquimicendelyida e aplicada na quantificacdo em refrigeam
base de cola.

Solugdo  S0MGA0 ooy ieng diluida  SOUGE0  Solugéo
) diluida diluida diluida
Carboidrato estoque 200x
) 1093( @@L 4092‘ 100_(1)x
(L) (gL (gL
Glicose 0,41 4.1 x 10 2,05 x 10° 1,02x10° 4,1x 10
Frutose 0,50 5,0 x 10 2,5x10° 1,25 x 10 5,0 x 1¢*

O sistema de deteccéo eletroquimico foi compostaupopotenciostato PGStat 30
(Autolab), um sistema de aquisicdo e tratamentadi®s composto por um microcomputador
Pentium IV, atuando com o programa GPES 4.9 (Abjola deteccédo eletroquimica foi feita
por deteccdo amperométrica pulsada.

O corpo da célula eletroguimica (tiploin layer) foi confeccionado em aco inox
316L, com conexdes de entrada e de saida da fasd.rR@ra esta célula foi confeccionado
um eletrodo de ouro (diametro 2 mm) embutido emonefA fase mével apos passar pelo
eletrodo de trabalho, vai para um poco, onde asisepte o eletrodo de referéncia Ag/AgCI
saturadoléb made. Este poco contém uma conexao de saida, que lase mével ao frasco
de descarte. Esta célula eletroquimica permitéiaagéo de qualquer tipo de material como
eletrodo de trabalho, uma vez que é embutido elontef pode ser facilmente desconectado
da célula eletroquimica e substituido por outrtred®.

O modelo de céluldahin-layer necessita de um espacador que este fica entre o
eletrodo de trabalho e o corpo metédlico para d&imd volume analitico da célula. A
sensibilidade dependera deste parametro, uma etequrelacdo direta com o transporte de
massa sob o eletrodo. Quanto mais fino for o esjpagcanenor sera o volume analitico da

célula e consequentemente maior a sensibilidadiettacao. Para esta célula eletroquimica
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foi confeccionado um espacador em folha de acetatoespessura de 0,05 mm e resultando
em um volume de deteccéo de 0,45 L.

A célula desenvolvida ndo apresentou problemaseda@gdo ou vazamentos e foi
utilizada com sucesso na determinagéo de carboglea refrigerantes.

Diferentemente da técnica de deteccdo UV-Vis, @&ogéb amperométrica de
carboidratos ndo necessita de derivatizacdo e pedeplicada na deteccdo de qualquer
carboidrato, ja que todos possuem grupos oxiddhaisoxilas). Esta deteccdo se baseia na
oxidacao dos carboidratos em eletrodos de Au @nPieio fortemente alcalino (pH > 12).
Entretanto, somente com a utilizacdo de eletrodo&uwlé possivel a deteccao de carboidratos
sem que simultaneamente ocorra a reducao,dtisSolvido. Esta técnica, quando acoplada a
HPLC, permite a deteccdo direta de carboidratosnbtéis de 10 picomol injetados com
excelente relacao sinal-ruido.

Em pH elevado, os carboidratos sé@o eletrocataticdae oxidados na superficie do
eletrodo de ouro pela aplicacdo de um potenciatiposA corrente gerada na oxidacao €
proporcional a concentracdo do carboidrato oxidaésta maneira, os carboidratos podem
ser detectados e quantificados. Entretanto, seautitos a amperometria DC — onde um
potencial fixo é aplicado ao eletrodo — os produtasoxidacdo gradualmente passivam a
superficie do eletrodo, causando perda do sinditianaPara prevenir essa perda a deteccéo
amperométrica pulsada foi desenvolvida possibditaruma limpeza eletroquimica do
eletrodo entre duas medidas consecutivas. Istde dplicando-se uma série de potenciais
por periodos de tempo pré-determinados.

A técnica de detecgBes amperométrica pulsada (RAiYa uma forma de onda

potencial-tempo (E-t) de trés etapas que incorp@encesso de detec¢cdo amperométrica com
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alternancia de polarizacdes anddica e catddica padeteccdo do composto, limpeza e
reativacdo da superficie do eletrodo de trabalho.

Inicialmente aplica-se um potencial de determind&gg) por um periodo de tempo.
O sinal analitico sera dado pela obtencédo da deredétrica durante um intervalo de tempo
(tsep (faz-se a aquisicdo do ultimo valor de correrttesprezando-se assim a corrente
capacitiva). Apos o processo de deteccédo, os pediz oxidacdo adsorvidos no eletrodo sao
desorvidos por um processo eletrocatalitico querecsimultaneamente com a formacgéao
anddica de oxido na superficie do eletrodo pelécagio de um potencial {B por um
periodo (§«). Em seguida, a atividade da superficie do eletébdegenerada pela dissolucéo
catodica do filme de 6xido, através da aplicac@auhe potencial negativo (&) por um
periodo (&g.° Os potenciais & Eox © Eeq S80 determinados por voltametria ciclica,
engquanto 0s tempogd tox € teaSa0 determinados por cronoamperometria.

A Tabela 9 apresenta a forma de onda utilizadagdeterminacao de carboidratos.

Tabela 9.Parametros da forma de onda utilizada na deteagsioatboidratos.

Parametro Potencial (mV) Parametro Tempo (ms)

Edet +200 tet 400
Eoxd +750 bxd 200
Ered -200 Tred 400

Depois de otimizados os parametros da deteccaoramética pulsada, a célula
eletroquimica foi utilizada na determinacdo de cifatos em amostras de refrigerantes a
base de cola.

A Tabela 10 mostra a linearidade das curvas crayreioas e o coeficiente de
correlacdo da reta para cada carboidrato. Paraamtiemento das curvas analiticas foram

utilizadas as soluc¢des padrdo com diluicdo de 200, 400 e 1000 vezes (vide Tabela 9).
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Nesta mesma Tabela 10, encontram-se os valorebnuitess de detec¢do encontrados para
cada carboidrato utilizando o detector eletroqudmidesenvolvido neste trabalho.
Comparando estes valores com os limites de detemgiidos com um detector comercial,
relatado no trabalho de Murkovic e Detférobserva-se que a célula desenvolvida apresenta
limites de deteccdo muito menores, indicando o besempenho deste deteckap-made,
principalmente para analises em matrizes que posdwExas concentragbes do analito,

dispensando-se uma pré-concentracao.

Tabela 1Q Linearidade, coeficiente de correlacdo e limite dbteccdo (LD) obtidos para os carboidratos
utilizando deteccdo amperométrica pulsada (HPAE-RPAD

Carboidrato Linearidade R LD / mg'L (Célula Comercial)

LD/ mg L*
Glicose y=2,04 x 10 x 0,9998 0,049 1,1
Frutose y=3,88x Ibx  0,9992 0,540 2,2

Pode-se dizer que os resultados obtidos com aagfticdo biossensor bienzimatico,
quando comparados a esses valores encontradostépei@a de HPLC foram bastante
satisfatorios, uma vez que o limite de detecca@olgara o biossensor foi de 0,26 mg, L
estando abaixo inclusive dos valores obtidos pao iae um detector comercial.

A cromatografia liquida acoplada a deteccdo ampémica pulsada (HPAEC-PAD)
€ a metodologia oficial para a analise de carbtidraAssim, 0s autores, analisaram amostras
de refrigerante a base de cola nao dietético.

A Tabela 11 apresenta as concentracdes de gliclvatose encontradas na amostra

do refrigerante analisado.

Tabela 11 Concentragdes de glicose e frutose encontradasfegerantes a base de cola.

Carboidrato Normal
Glicose 30,8gL
Frutose 306 gt
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As quantidades de glicose e frutose encontradas mesostra foram 30,8 g'Le
30,6 g L}, respectivamente. No refrigerante normal, ou s&ja,dietético é utilizada sacarose
para adocar, assim em um meio acido como o refmgerpH 2,8), a sacarose € hidrolisada
em glicose e frutose, o0 que de fato se verificacoasentracdes iguais encontradas para estes

carboidratos.

5.3.1.17.1Aplicacdo em Adocantes

O biossensor Au-CYS-TTF-GOx-FDH-GLU foi também aptlo em amostras de
adocantes, tendo sido utilizados dois tipos coraerciais amostras foram denominadas 1 e
2. A amostra 1 constituiu-se de um adocante adificontendo em sua composicado 0s
edulcorantes sacarina sédica e ciclamato de sddie. amostra 2 tratou-se de um adocante
natural, contendo em sua composi¢ao o steviosioi®o edulcorante.

Para este estudo foram adicionadas a cela eletnagu8 gotas de cada amostra em
10,0 mL de tamp&o fosfato 0,10 mof* IpH=6,5 e por meio de adicdo de padrédo foram
construidas curvas analiticas, de onde foram abt@dores referentes a menor quantidade
detectada de D-glicose e D-frutose por meio daguu8. Estes resultados sdo apresentados
na Figura 43, onde observa-se que 0s cronoamperagrapresentaram diferenca nos valores

de corrente, indicando maior efeito de matriz paaaostra 2.
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Figura 43. Cronoamperogramas obtidos para a adicdo de padidda na determinagdo de D-glicose e
D-frutose em meio de solugéo tamp&o fosfato 0,1DLifopH=6,5, onde: adocante M | e adocante 27).
Faixa de concentracéo de D-glicose+D-frutose: 0,98x 4,54x1G mol L™. E aplicado: 0,200 Ws Ag/AgCl.
T=35°C.

Este fato pode ser comprovado por meio das curgagegendéncia das correntes
limite de difusdo da oxidacéo do TTF em funcaodleém de D-glicose+D-frutose (Figura 44
e Figura 45), onde os valores encontrados forand, @@ mg L' e 0,34 mg [' para as
amostras 1 e 2, respectivamente. A amostra 2 deatde um adocante natural, isto

provavelmente, explica o maior efeito de interfegemesta matriz.

2, 2,2
2,0- 2,01
1,5- < 1,5
3
- 10 —1,0] .
0,5 0,54
ool R = 0,998 . R=0,9971
00 10 20 30 40 50 0'00 0 10 20 30 40 50
_ . . : : : : : :
[D-glicose + D-frutose]/ 10° mol L [D-glicose + D-frutose]/ 10° mol L™

Figura 44. Dependéncia das correntes limite deigura 45. Dependéncia das correntes limite de

difusdo da oxidacdo do TTF com a concentracdo dlfusdo da oxidagdo do TTF com a concentragdo de
D-glicose+D-frutose para a amostra 1 de adocanteglicose+D-frutose para a amostra 2 de adogante.
Faixa linear de concentracdo de D-glicose+D-frutog&aixa linear de concentracdo de D-glicose+D-frutose

0,98x10%a 4,54x1G mol L™ 0,98x10° a 4,54x16 mol L.
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5.3.1.18 Analise de Interferentes

O efeito de interferentes foi investigado para Ra$guacidos organicos.
Primeiramente, foi adicionada uma aliquota da mastguimolar de D-glicose e D-frutose até
estabilizacdo da corrente e, por conseguinte, f@dicionados separadamente cada um dos
possiveis interferentes e finalmente mais uma afigda mistura equimolar de D-glicose e
D-frutose. Nao foi observado respostas de corrpata os compostos verificados, como

mostrado na Figura 44.

ac. citrico
ac. acético
4,01 NN
. tartarico
D-glicose+D-frutose
< g
[
- 3,04 D-glicose+D-frutose
2,04
T T T j T
0,0 500,0 1000,0

tempo/ segundos

Figura 46. Cronoamperograma obtido do biossensor bienzimgie@ adicbes da mistura equimolar de
D-glicose+D-frutose com concentracéo dejdyibol L™ e de possiveis interferentes organicos na coraggurde
0,25umol L™t em meio de solucéo tampao fosfato 0,1 mbpH=6,5. E aplicado: 0,200 ¥ Ag/AgCl. T=35°C

5.3.1.19 Microbalanca Eletroquimica de Cristal de QuartzoENIQ)
A cinética de formagdo de monocamadas auto-orgdesza@ um dos temas que mais
geram discussdes sobre o entendimento destes asst®antre as técnicas mais utilizadas

para avaliar este mecanismo, a microbalanca elétroga a cristal de quartzo tem se

mostrado uma ferramenta poderosa e extremame@atentdrpara examinar 0S processos de
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adsorcao/dessorcdo das monocamadas devido a sacidegle de detectar diferencas de
massa na ordem de nanogratifas

As medidas de MECQ foram realizadas para veriicaariacdo de massarn) em
funcdo do tempo para o biossensor a base de G@as ffsam realizadas em meio aquoso
(Figura 47).

Primeiramente, foi adicionado 1,00 mL de solucdoG¥S na concentracdo de
1,00x10° mol L™ e acompanhou-se a variacéo de frequémdjad(irante 2 horas. Assumindo
que uma monocamada constitui um filme rigido, aaega de Sauerbrey pode ser utilizada
para converter a variagdo de frequéncia em variagianassa, onde o coeficiente de
sensibilidade para a microbalanca utilizada é 860Hz/ng crif. Na Figura 47 observa-se
que o processo de formacdo da monocamada de cistacorre em uma etapa. Inicialmente,
deve-se considerar que os eletrodos de ouro dalmaienca eletroquimica de cristal de
quartzo apresentam uma &rea eletroquimica de £ &qsta & solucdo. Nesta area, levando
em consideracdo a distribuicdo das faces cristificgs do ouro policristalino, existem
2,10x10° moles de &tomos de ouro por%mnde cada &tomo corresponde a um sitio de
adsorcao, que sera recoberto com uma moléculacdoaiol. Assim, como cada molécula de
CYS tem uma massa molecular de 225,20 g™'mol valor teérico deAm, nas mesmas
condicbes, para uma massa total da monocamada e@mgéra de 803,90 ng ém
considerando-se que cada molécula se adsorve sabré&tomo de ouro da superficie do
eletrodo. Como o eletrodo tem 1,7%m valor experimental encontrado foi de 918,50 ng.

Dessa forma, relacionando-se o valor experimerttal o tedrico chegou-se a um
valor de recobrimento dé = 1,14 camadas de cistamina sobre a superficioudo nas
primeiras 2 horas de experimento. Essa diferencaeddco para o experimental foi,

possivelmente, devido a presenca de moléculas mg@miaadas e fracamente adsorvidas, as
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quais se aglomeraram na superficie do cristal,ggodgnando um recobrimento maior que
100%.

Apés 2 horas de deposicdo para a CYS, foi adicmni00,00 uL da GOXx
(132,40 mg ml%) correspondendo a 2000 U de enzima. Nesta segiaga, obteve-se um

Amde 1672,20 ng durante 2 horas de experimento.

CYS cis[] = 1,0x10° molL™ em solucagp
aquosa + GOx + glutaraldeid

60,04

o

GOx

/

40,0

00 40000 8000,0 120000 16000.0
tempo/ segundos

Figura 47.Variacéo da freqliéncia com acréscimo de massa.

Calculando o niumero de moléculas em relacdo acZaride massa obtida para a

CYS e GOx, foi encontrado o equivalente a 2,5%&05,19x16%, respectivamente.
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6 CONCLUSOES

O desempenho do biossensor bienzimatico basead@nm@mas glicose oxidase
(GOx) e frutose dehidrogenase (FDH), imobilizadalsres eletrodo de ouro modificado com
camada auto-organizada do tiol cistamina e, pasteente, com o mediador de elétrons
tetraetiafulvaleno (TTF), mostrou-se eficiente pardeterminacdo de acUcares em matrizes
de alimentos, apresentando uma resposta rapida, déeliminacdo do efeito da matriz.
Desta forma, a metodologia desenvolvida é viaved pase tipo de analise.

O procedimento de imobilizacdo das enzimas apregenitras vantagens inerentes
a este tipo de utilizagcédo, que reforcam o sucessprdcedimento desenvolvido. Uma das
maiores limitac6es no emprego de biossensoregalataonada a rapida perda da atividade
enzimatica devido a alguns fatores decorrentespdosessos de imobilizacdo. Neste caso,
avaliando-se os resultados encontrados, bem coamapto tempo de vida Util do dispositivo
desenvolvido, pode-se considerar que o método deilizacao utilizado promoveu respostas
satisfatérias em termos de limite de deteccdo. @oamgo-se a metodologia desenvolvida
neste trabalho com os dados da literatura, obsesgague os limites de deteccdo, obtidos
com o0 biossensor bienzimatico, foram menores queatsres obtidos por meio de um
procedimento comercial de determinacédo de carltomlratilizando a técnica de HPLC.

Adicionalmente, outra vantagem inerente foi a agiio do biossensor bienzimatico
em amostras de alimentos, a fim de verificar a nmid¢idade deste biossensor, o qual
promoveu resultados consideraveis em termos doeregaldas menores quantidades

detectaveis dos agucares em estudo.

109



asc Conclusotes

Estes aspectos s&do pouco relatados na literatucanstituem uma vantagem
caracteristica do sistema desenvolvido neste esh&io como uma contribuicdo importante
na area da eletroanalise.

Biossensores bienziméticos vem sendo desenvolveentemente dentro da area da
eletroandlise e desse modo, ainda sdo pouco redatad literatura e constituem uma
vantagem caracteristica do sistema desenvolvidie mstudo, bem como uma contribui¢éo
importante na area da eletroanalitica. Sendo assiia area merece uma maior atencao para o
perfeito entendimento do funcionamento da metodalogletroanalitica baseada no

dispositivo em estudo.
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