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Resumo

Neste trabalho foram desenvolvidos biossensores enzimaticos a partir da modificacdo de
eléctrodos de carbono vitreo com materiais nanoestruturados, nomeadamente nanotubos de
carbono e mediadores redox com imobilizacdo de enzimas oxidase. Esta modificacdo dos
eléctrodos convencionais visa melhorar o desempenho dos biossensores aprimorando o0s
parametros analiticos.

O estudo esta dividido em quatro capitulos.

O primeiro capitulo trata aspectos gerais sobre a definicéo, classificacdo, e componentes dos
biossensores, transdutores electroquimicos e materiais de eléctrodo (hanotubos de carbono e
nanoparticulas), mediadores redox, enzimas e a sua imobilizacdo, bem como os fundamentos de
electroquimica e uma breve descricdo das técnicas utilizadas.

O segundo capitulo inclui informacgdes sobre os reagentes e instrumentacdo utilizada, estéo
descritas as condicGes experimentais em que foram efectuadas as medidas electroquimicas, e uma
descricdo detalhada da modificacdo efectuada para preparacdo de cada biossensor desenvolvido
neste trabalho.

No terceiro capitulo descrevem-se e discutem-se os resultados obtidos. Este capitulo esta
dividido em trés sec¢des, uma para cada enzima utilizada: glucose oxidase (GOXx), lactato oxidase
(LOX) e piruvato oxidase (PyOx). A GOx e a LOx foram imobilizadas directamente no eléctrodo
ndo modificado ou em cima do eléctrodo modificado com nanotubos de carbono e um mediador
redox, poli(vermelho neutro) para GOXx e ferroceno para LOx. A voltametria ciclica foi usado para
caracterizar o comportamento electroquimico. Relativamente ao biossensor para piruvato com
PyOx foi realizado um estudo mais pormenorizado. Primeiro, descreve-se 0 biossensor construido
sem mediador, a semelhanca dos outros dois anteriores; em segundo lugar um biossensor
preparado com nanotubos de carbono (CNT). A seguir foi adicionado, junto com os CNT, um
mediador redox, azul de Prussia, ou na forma de um filme depositado electroquimicamente ou na
forma de nanoparticulas depositadas quimicamente. Cada biossensor foi avaliado através de
amperometria a potencial fixo, sendo os seus parametros analiticos retirados de curvas de
calibracdo. No caso do biossensor com PyOx, foi feito um estudo para optimizacdo de varios
factores experimentais e foi efectuada uma comparagéo do desempenho obtido com o de outros
biossensores da literatura.

O capitulo quatro inclui conclusdes que podem ser tiradas do trabalho efectuado sobre cada

um dos biossensores desenvolvidos, bem como perspectivas futuras.






Abstract

In this work, enzymatic biosensors have been developed using glassy carbon electrode
modified with different nanostructured materials, namely carbon nanotubes and redox mediators
with immobilized enzyme oxidases. This modification of conventional electrodes is meant to
improve the biosensors performance taking into account their analytical parameters.

The study is divided in four chapters.

The first chapter is focused on general aspects about definition, classification and biosensors”
components, electrochemical transducers and electrode materials (carbon nanotubes and
nanoparticles), redox mediators, enzymes and their modification, as well as electrochemistry
principles and a short description of the technigques used.

The second chapter includes information about reagents and instruments used, the
experimental conditions for electrochemical experiments are described, and a detailed description
for the preparation of each biosensor developed.

In the third chapter the results achieved are described and discussed. This chapter is divided
in three sections, one for each enzyme used: glucose oxidase (GOXx), lactate oxidase (LOx) and
pyruvate oxidase (PyOx). GOx and Lox were directly immobilized on the unmodified electrode,
or at the electrode modified with carbon nanotubes and a redox mediator, which was poly(neutral
red) for GOx and ferrocene for LOX. Cyclic voltammetry was used in order to characterize the
electrochemical behavior. As regarding the pyruvate biosensor with PyOx, a more detailed study
was performed. First, the biosensor without mediator is described, similarly with the previous two;
secondly a biosensor prepared with carbon nanotubes. Further, a redox mediator, Prussian blue
was added together with CNT, or as a film, electrochemically deposited, either as nanoparticles,
chemically deposited. Each biosensor was evaluated by fixed potential amperometry, their
analytical parameters being calculated from calibration curves. For the PyOx biosensor an
optimisation of the experimental conditions has been carried out, as well as a comparison of its
performance with other biosensors from literature.

The fourth chapter includes conclusions, which can be withdrawn from the work about each

of the developed biosensors, as well as future perspectives.
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Capitulo1 Introducgao

1. Biossensores

O desenvolvimento de biossensores foi impulsionado pela crescente necessidade de
tecnologia que permitisse a monotorizagdo de compostos biologicamente activos em tempo real
para diversos sectores como: andlise clinica, controlo de qualidade ambiental e alimentar, analise
de armas bioldgicas. Desde o primeiro biossensor desenvolvido por Clark e Lyons [1], a evolugédo
tem sido constante e actualmente a industria dos biossensores representa um negdcio avaliado em
bilides de euros por ano e permitiu uma melhoria continua da qualidade de vida e da seguranca da
sociedade em geral.

Com o aumento da populagdo mundial desenvolveram-se varios sectores da actividade
humana como a agricultura, medicina, medicina veterinaria e a pecuéria; o crescente
desenvolvimento destes e outros sectores criaram uma crescente necessidade de optimizacdo de
recursos. Apos a revolucao industrial a quantidade de residuos produzidos pelo Homem aumentou
continuamente durante os Gltimos dois séculos, mas mais recentemente foram estipulados limites
maximos de emissdes de gases e normas de tratamento de residuos para garantir a sustentabilidade
do nosso modo de vida. A exigéncia de cumprir com as metas ambientais induziu as industrias a
nivel global a fazer uma auto-gestdo dos seus desperdicios assim como uma auto-

responsabilizacdo ambiental.

Figura 1.1 - Exemplos de compostos monitorizados por biossensores.



Todos estes requisitos que tém vindo a ser impostos a nivel industrial e a grande exigéncia
do publico em geral a nivel dos cuidados de saude e qualidade alimentar provocaram um crescente
mercado de sensores e biossensores dos mais variados tipos. Na Figura 1.1 estdo ilustrados alguns
exemplos de biossensores que séo utilizados em trés areas de especial relevancia e com a maior
necessidade de garantias de qualidade e capacidade de diagndstico viaveis analiticamente.

Um sensor é um dispositivo que transforma informacdo do meio que contém a espécie
quimica de interesse, num sinal analiticamente Util e selectivo. O sensor é constituido por trés
componentes, o elemento sensorial, o transdutor e o analisador do sinal-resposta. Um biossensor
é um sensor cujo elemento sensorial € uma espécie bioldgica e que tem que ter elevada afinidade
pelo analito para conferir especificidade no reconhecimento do analito. O transdutor converte o
produto da reaccdo entre o analito e o elemento sensorial num sinal eléctrico. Existem varios tipos
de transdutores que sao utilizados na construcdo de biossensores e 0S mais comuns Sao:
electroquimicos, Opticos, piezoeléctricos e térmicos, sendo apenas relevante para a discussdo deste
trabalho o foco em biossensores com transdutores electroquimicos [2-4].

1.1. Biossensores electroquimicos — Defini¢do

A definicdo actual de biossensor electroquimico foi convencionada pela IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), que postulou varias recomenda¢fes no que
diz respeito a definicdo, classificacdo e nomenclatura de biossensores electroquimicos. O mais
importante é que o elemento de reconhecimento € bioldgico (p.e. enzimas, anticorpos ou bactérias)
e que o transdutor oxida ou reduz um produto da reaccéo no elemento sensorial. Um biossensor
electroquimico é um dispositivo analitico integrado e autobnomo e nao deve ser confundido com
outros sistemas analiticos como HPLC (high pressure liquid cromatography), GC (gas
cromatography) e sistemas de FIA (flow injection analysis) que detectam analitos biolégicos. Um
biossensor deve ser autbnomo e o seu funcionamento ndo deve ser dependente de outros reagentes
e dos métodos de amostragem e operagdes necessarias ao tratamento da amostra, assim como 0s
componentes eléctricos para amplificacdo do sinal eléctrico ndo sdo considerados como parte do
biossensor.

Um biossensor deve ter a capacidade de ser utilizado repetidamente, sendo a regeneracao da
camada que contém o elemento sensorial, no caso de apenas ser possivel de utilizar uma Unica vez
devera ser chamado de biossonda, bioindicador ou biossensor de utilizacao unica. Os transdutores
electroquimicos permitem que a deteccdo seja efectuada de varias formas como esta classificada
na Tabela 1.1 [4].



Tabela 1.1 - Classificacdo de transdutores de biossensores electroquimicos com os analitos
correspondentes e o tipo de eléctrodos que séo utilizados para a sua construcao.

Método de transducéo

Transdutor

Analito

Amperomeétrico

Potenciométrico

ISFET

Condutimétrico

Impedimétrico

Eléctrodos metalicos ou de
carbono
Eléctrodos quimicamente
modificados
Eléctrodos selectivos de iGes
Eléctrodos de vidro
Eléctrodos gasosos
Eléctrodos metalicos
Transistor de campo selectivo
de ides
Transistor de campo selectivo
enzimatico
Eléctrodos interdigitados
Eléctrodos metalicos
Eléctrodos quimicamente
modificados
Eléctrodos interdigitados
Eléctrodos metalicos
Eléctrodos quimicamente

modificados

Hidratos de carbono
a-hidroxiécidos
Alcoois, O, fosfato, fendis,
oligonucleotideos, H203,
K*, Na*, F, NHs, CO,, CI

K*, H*

Ureia, espécies electroactivas,

oligonucleotideos

Ureia, espécies electroactivas,
oligonucleotideos
Hidratos de carbono,

a-hidroxiacidos




1.2. Biossensores electroquimicos — Classificagao

A classificacdo de um biossensor geralmente esta relacionada com a natureza do elemento
de reconhecimento, do transdutor ou a combinacdo dos dois elementos. Existem dois tipos de

mecanismos moleculares que séo utilizados como elementos sensoriais em biossensores:

- Biocataliticos
e
- Bioafinidade ou biocomplexacédo

Biossensores biocataliticos utilizam como elemento sensorial um elemento bioldgico que catalisa
uma reaccdo biogquimica, seja uma macromolécula como uma enzima ou uma célula por inteiro ou
um bocado de tecido. O funcionamento dos elementos sensoriais que integram esta classe de
biossensores é semelhante, visto que catalisam uma reacgdo em que ocorre uma variagdo na
concentracdo de substrato, ou seja, encontra-se fora do equilibrio.

Existem trés tipos de biossensores biocataliticos enzimaticos, sendo que uma reac¢do enzimatica

segue um esgquema reaccional do tipo:

S+S>P+P

Em que S é o substrato, S” 0 co-substrato e P e P"sdo os produtos da reacgéo.

Pode-se tirar partido da actividade de mais do que uma enzima para efectuar a determinacédo de
um analito ou de um produto que ndo apresente actividade electroquimica. Portanto, foram
desenvolvidos trés tipos de construcdo de elementos de reconhecimento de biossensores

enzimaticos:

Mono-enzimaticos: este tipo de biossensores faz uso de apenas uma enzima como elemento de
reconhecimento, a determinacdo do analito é feita pelo consumo do mesmo ou do co-substrato.
Pode também ser efectuada a determinacdo pelo efeito inibitorio de um dos componentes da

reaccao.

Bi-enzimaticos: Imobilizagdo de duas enzimas em que uma delas converte o substrato inicial num
substrato para segunda enzima. A segunda enzima, por sua vez, converte o substrato numa espécie
electroactiva que é medida pelo transdutor. As reaccdes sdo estequiometricamente equivalentes,
logo a relacdo de concentracdes € directa e a corrente € proporcional a concentracdo do substrato

inicial.



Multi-enziméticos: 0 modo de funcionamento destes biossensores assenta nos mesmos principios
que os biossensores bi-enzimaticos, no entanto utilizam um maior nimero de enzimas que reagem

em cascata para a determinacao de um ou mais analitos.

Biossensores de biocomplexacdo ou bioafinidade funcionam de forma diferente de os
biocataliticos, pois ndo se mede o consumo/formacao de substrato/produto, mas sim um equilibrio
de interaccdo do analito com macromoléculas. A interaccdo entre o analito e as macromoléculas é
medida directamente pelo detector; ou em alguns casos, através de um elemento biocatalitico que
monitoriza a biocomplexacao entre o analito e o seu receptor. Os complexos macromoleculares
que sdo mais comuns neste tipo de biossensores sdo: MRNA, RNA, mDNA, DNA, aptameros de
DNA e RNA e também anticorpos.

Apesar dos mais recentes desenvolvimentos na producdo deste tipo de biossensor, existem
algumas limitacdes. A necessidade de a camada do elemento de reconhecimento estar em contacto
directo com a solugdo de analito cria problemas em termos da estabilidade do biossensor,
reduzindo assim o tempo de vida do biossensor e limitando o nimero de utilizacGes possiveis.
Devido ao seu modo de funcionamento assentar num estado de equilibrio, este tipo de biossensores
tem geralmente uma gama linear pequena e ndo possibilita a monotorizacdo continua. No contexto
do trabalho desenvolvido, a discussdo deste tipo de biossensores neste capitulo € apenas

informativa e o restante texto cingir-se-a apenas a biossensores biocataliticos.

A transducdo do sinal para biossensores biocataliticos pode ser efectuada por trés vias:

- Amperométrica: a deteccdo por amperometria consiste na medicdo de corrente gerada pelas
reaccOes redox que ocorrem na camada do elemento sensorial, quando aplicado um potencial
constante. Sdo necessarios 3 eléctrodos: trabalho, auxiliar e referéncia. O processo biocatalitico
tem lugar na superficie do eléctrodo de trabalho, a corrente medida é proporcional a concentracdo
de analito e a resposta é linearmente dependente da concentracdo de analito.

- Potenciométrica: a potenciometria consiste na determinacao do potencial entre dois eléctrodos,
um eléctrodo indicador e um de referéncia ou dois de referéncia separados por uma membrana
com permeabilidade selectiva, quando ndo ha fluxo de corrente eléctrica entre eles. Pode ser
utilizado um eléctrodo de vidro, eléctrodo selectivo de i6es (ISE) ou transistores de campo
selectivo de ides (ISFET). A diferenga entre os potenciais dos eléctrodos de referéncia e indicador

é proporcional a actividade dos i6es ou a concentracao de gases (dissolvidos).



- Impedimétrica: a detec¢do consiste na medicdo da resposta a uma pequena perturbagéo
sinusoidal do potencial ou corrente aplicada. A resposta a esta perturbacdo manifesta-se numa
diferenca de fase e de amplitude em relacdo a perturbacdo aplicada. A razéo entre o potencial e a
corrente € a impedancia, Z, e reflecte as diferencas de fase e amplitude do potencial e corrente. A
analise da impedancia permite tirar conclus@es sobre os processos interfaciais de eléctrodo, como
separacdo (equivalente a condensadores), transferéncia de carga (equivalente a resisténcias) e
difusdo de espécies electroactivas. Mais recentemente este tipo de biossensores impedimétricos
tem atraido atencdo, e foi demonstrado que o conceito de um biossensor enzimatico de deteccao

quantitativa por via impedimétrica € uma alternativa viavel [5].
A deteccdo do analito pode ser efectuada de duas formas:

- Directa - Medir continuamente o consumo de analito ou a producdo de produto no decorrer da
reaccao catalisada pelo biocatalisador.

- Indirecta - A detec¢do indirecta é efectuada através da inibicdo da actividade biologica do
biocatalisador. Habitualmente este processo € irreversivel, especialmente no caso de
imunossensores; no entanto, existem casos em que a actividade pode ser regenerada por um
simples tratamento quimico [4]. Esta forma de detec¢do é bastante utilizada na monitorizacéo de

pesticidas e de ides de metais pesados.

1.3. Transdutores electroquimicos e materiais de eléctrodo

Como referido anteriormente, um biossensor € composto por um elemento sensorial e um
transdutor de sinal. O transdutor é responsavel por efectuar a conversdo do sinal gerado pela
reaccdo bioquimica, numa grandeza fisica, no caso dos transdutores electroquimicos o sinal é
convertido em uma corrente eléctrica. Transdutores electroquimicos séo compostos por materiais
condutores ou semicondutores, pois a transducéo de sinal é feita pela via electronica e a mobilidade
dos electrBes deve ser eficaz e favoravel. Nos ultimos anos tém vindo a ser desenvolvidos novos
materiais para aplicacdes electroquimicas e electronicas, ndo s6 em biossensores, mas em VAarios
outros tipos de dispositivos que necessitem de integrar na sua constituicdo materiais com
capacidade de conduzir correntes eléctricas de baixa intensidade.

Uma das limitacbes que surge na aplicacdo de alguns materiais para estes fins é a sua
abundancia e consequentemente o custo. Por isso, é vantajoso utilizar materiais de abundancia

elevada como carbono em vez de metais nobres como ouro, prata e platina. Surgiram os eléctrodos



compostos por carbono, grafite, carbono vitreo, carbono amorfo, pasta de carbono, polimeros e
mais recentemente foram desenvolvidas e sintetizadas novas formas estruturais de carbono como
nanotubos de carbono e grafeno. Estes materiais mais recentes sdo classificados como
nanomateriais ou materiais nanoestruturados devido ao seu arranjo estrutural ter dimensdes na

ordem dos nanometros (nm = 10° m) [6].

1.3.1. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono foram sintetizados pela primeira vez em 1991 por S. ljima [7]. Este
material de carbono é composto por carbono sp? pirolitico; o seu diametro encontra-se entre 0,6
nm para nanotubos de parede Unica (SWCNT-single wall carbon nanotubes) e os 100 nm para
nanotubos de parede maltipla (MWCNT-multi wall carbon nanotubes). O seu comprimento, da
ordem de micrometros, é muito superior ao diametro; esta caracteristica atribui-lhe um récio de
diametro/comprimento muito elevado. Desta forma pode ser considerado um material
unidimensional, o que lhe confere propriedades mecéanicas e electronicas notaveis face aos
materiais de carbono convencionais, como carbono vitreo. A estabilidade da estrutura dos
nanotubos depende do arranjo pentagonal (defeitos) e hexagonal de carbono sp? e do ordenamento
desses sectores. A propagacdo desse arranjo cria uma estrutura continua e fechada, com elevada
resisténcia mecénica e condutibilidade eléctrica.

Existem 3 arranjos distintos de carbono em nanotubos, armchair, zig-zag, e chiral, Figura
1.2. Cada uma destas classes de nanotubos apresenta diferencas morfoldgicas relativamente ao
eixo quiral do cilindro, nomeadamente na forma das ligac6es entre os &tomos de carbono. Estas
diferencas advém da distribuicdo dos pentagonos e hexagonos da folha de grafite que foi utilizada
para a sintese dos nanotubos.

Existem 3 métodos para sintetizar nanotubos: deposicéo de vapor quimico, arco eléctrico e
ablacéo por laser. O método utilizado por S. ljima foi descarga de arco eléctrico com 2 eléctrodos
de grafite numa atmosfera de argon; no entanto, é necessario fazer uma purificacdo dos nanotubos
devido ao grau de impurezas que resultam da sintese por este método. Ablacdo por laser € um
método que consiste em incidir um laser continuo ou pulsado, em uma folha de grafite de forma a
aquece-la até 1200° C numa atmosfera gasosa de argon ou hélio, formando um vapor muito quente,
que rapidamente arrefece e condensa sobre uma superficie que serve como catalisador, formando
nanotubos. Na deposicdo de vapor quimico, uma fonte de carbono, como metano, acetileno ou
mondxido de carbono, € aquecido por uma fonte como uma resisténcia ou plasma. O aquecimento

da fonte de carbono quebra as ligagdes da molécula gasosa para formar carbono atémico, que



difunde pelo substrato e entra em contacto com o catalisador, normalmente um metal de transicéo
do primeiro periodo. Este método apresenta vantagens, uma delas € o facto de ser possivel obter
um alinhamento dos nanotubos e controlo de parametros dimensionais como didmetro e
comprimento a escala nanometrica [7-9].

Os nanotubos de carbono sdo moléculas pouco reactivas e muito hidrofébicas, por isso é
necessario funcionalizar estas estruturas. A funcionalizacdo dos nanotubos é normalmente
efectuada em meio acido e em agitacdo onde se da a insercdo de grupos carboxilicos, -COOH, nas
extremidades e defeitos de regiGes ndo-hexagonais. Neste processo ha uma destruicao parcial dos
nanotubos, mas que é necessario para que a interacgdo entre analitos e 0s nanotubos seja favoravel,
assim como a sua disperséo e solubilizacdo nas mais diversas matrizes, como solucfes tampéo,

quitosana, dimetilformamida (DMF), Nafion, entre outros [10-12].

armchair zigzag chiral
Figura 1.2 - Estrutura dos trés tipos de nanotubos de carbono.

1.3.2. Nanoparticulas metailicas

As nanoparticulas metalicas tém vindo a atrair imenso interesse devido as suas potenciais
aplicacdes. As caracteristicas fisico-quimicas desta classe de nanomateriais sdo dependentes da
sua dimensdo; com a diminuicdo do didmetro médio das particulas da-se um incremento
significativo da sua razdo massa/carga de superficie e da sua dispersibilidade em solucdo. O

aumento da razdo massa/carga e a dispersibilidade de particulas de menores dimensdes criam uma



area electroactiva superior e geralmente com efeito electrocatalitico maior que um filme do mesmo
metal.

Estas propriedades sdo exploradas na medicina, como agentes anti-tumorais, € como
electrocatalisadores em sensores electroquimicos, sendo o metal mais promissor nestas areas o
ouro. Existem vérias metodologias para sintetizar nanoparticulas metélicas, o mais conhecido
sendo o método de Turkevich, reducdo por citrato [13]. Mais recentemente outras metodologias
mais “verdes” foram desenvolvidas para varios metais nobres para evitar o uso de compostos
quimicos de elevada toxicidade e ambientalmente nocivos com recurso a fontes vegetais como

ginko biloba, a fungos e algas [14-17].

2. Mediadores Redox

Um mediador é uma espécie quimica que serve como dador/aceitador de electrdes numa
reaccdo enzimatica. O seu papel é o de ajudar regenerar o estado de oxidacdo da enzima e do seu
centro activo. Na natureza este papel é desempenhado por oxigénio ou didxido de carbono, mas
estes mediadores naturais apresentam os potenciais redox muito elevados. Para ultrapassar esta
limitacdo utilizam-se mediadores artificiais que, tal como os mediadores naturais, regeneram o
estado de oxidacdo da enzima. No entanto, a escolha do mediador deve ser cuidadosa e deve seguir
alguns critérios, tais como [6]:

- Néo pode ser toxico
- Tem de ser estavel em ambos os estados de oxidagado
- Ter/apresentar uma cinética reversivel e um potencial de regeneracdo baixo
- Reagir rapidamente com a enzima e deve ser capaz de difundir entre a enzima e o transdutor com
facilidade
- Ter propriedades electroquimicas independentes do pH
- N&o pode reagir com oxigénio
Neste trabalho foram utilizados alguns dos mediadores mais comuns, tais como: ferroceno,

azul de Prussia, poli(vermelho neutro), que serdo descritos nas sec¢des seguintes.



2.1. Ferroceno

O ferroceno é um composto organometalico de ferro com dois anéis ciclopentadienil (Fe
(CsHs)2), Figura 1.3. O ferroceno & um composto estavel, ndo toxico e extremamente insoltvel na
sua forma neutra e por isso hé alguns aspectos a considerar antes da sua utilizagdo como mediador.
Para melhorar a hidrofilicidade do composto, séo preparados derivados de ferroceno por adi¢6es
de grupos alcoxidos e outros grupos funcionais. A facilidade de modificacao levou a utilizagéo de
derivados de ferroceno nas mais diversas aplicacfes desde aditivos para combustiveis diesel a
tratamentos anticancerigenos e hematicos.

O ferroceno é utilizado como mediador redox em biossensores enzimaticos devido as suas
propriedades, é reversivel, tem um potencial de oxidagdo de ~ 0,4 V vs SCE, na sua forma reduzida
é altamente sollvel, o que auxilia a difusdo do ferroceno entre a enzima e o transdutor, o que pode
levar a perda de mediador. No entanto, este problema pode ser resolvido utilizando uma matriz de
quitosana quando se efectua a imobilizacdo por reticulacdo, por glutaraldeido, ou por outros

métodos como a utilizacdo de uma membrana polimérica de Nafion [18].

Fe

Figura 1.3 - Estrutura quimica do ferroceno.

2.2. Hexacianoferratos

Os hexacianoferratos sdo complexos de coordenacdo entre um ido bivalente e
hexacianoferrato (I11). Estes compostos formam uma estrutura octaédrica, em que o ferro esta
rodeado de atomos de carbono e o metal, M(Il) por atomos de azoto. Alguns ides
monopositivos/negativos e moléculas de &gua coordenam em certos locais da estrutura
tridimensional do complexo compensando cargas localizadas, estabilizando a estrutura. As
vantagens destes complexos metalicos sdo a resisténcia a condigdes extremas de pH e a diminuicéo
da barreira cinética na oxidagdo/reducdo de perdxido de hidrogénio, que € um dos produtos mais

comuns em reaccdes enzimaticas de oxidacdo/reducao.
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Estes mediadores podem ser preparados em varias formas, nomeadamente; filmes, pds,
nanoparticulas, com utilizacdo de varios metais de transi¢cdo como Cr, Mn, Co, Ni, Cu e Fe, sendo
este Ultimo um hexacianoferrato com ferro (I11) como o nome de azul de Prussia que foi utilizado
neste trabalho. Estes complexos tém sido utilizados como mediadores inorganicos em biossensores
enziméticos devido a facilidade que apresentam em detectar oxigénio e perdxido de hidrogénio
das reaccbes catalisadas pelas enzimas oxidase pelo caracter reversivel da sua actividade

electrocatalitica e devido a formacéo de filmes bem definidos [19,20].

2.2.1. Azul de Prussia

O primeiro hexacianoferrato descoberto foi o azul de Prussia (PB-Prussian blue),
hexacianoferrato de ferro Il e ferro 111, pelo produtor de tintas do seculo XVIII Diesbach. No
entanto, apenas em 1978 Neff depositou o primeiro filme de PB numa folha de platina por
voltametria ciclica [21] e alguns anos depois, iniciaram-se o0s estudos das propriedades
electroquimicas deste composto. Foram depositados filmes de PB em diversos materiais de
eléctrodo como carbono vitreo, ouro, platina, nanotubos de carbono (este trabalho) e as suas
propriedades electroquimicas foram investigadas. Itaya et al. [22] demonstraram as propriedades
electroquimicas mais relevantes deste composto como mediador redox, nomeadamente a
facilidade na reducéo de oxigénio e do perdxido de hidrogénio, bem como a facilidade de oxidacgéo
do perdxido de hidrogénio. Estas caracteristicas devem-se ao arranjo geométrico da rede cristalina
do complexo que cria cavidades onde O e H20. difundem livremente e s&o reduzidos/oxidados.
Apesar de este facto ser bem aceite entre a comunidade cientifica, ainda existem grandes incertezas
guanto a estrutura do complexo e consequentemente alguma incerteza em relacdo ao mecanismo

da reaccdo de oxidagdo de perdxido de hidrogénio [23-28].

2.3. Azinas

Azinas sdao compostos aromaticos heterociclicos utilizados como indicadores redox e
marcadores bioldgicos. Existem muitos derivados de azinas dos quais se destacam as fenazinas,
fenoxoazinas e as fenotioazinas. A utilizacdo de filmes de polimeros electroactivos como
mediadores é uma estratégia muito comum no desenho de biossensores enzimaticos, e as azinas
sdo muito utilizadas com este fim devido as suas propriedades electroquimicas e a capacidade de
mediar as reacgOes redox enzimaticas. Neste trabalho, a fenazina utilizada foi o vermelho neutro,

na forma polimerizada.
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2.3.1. Vermelho neutro

Vermelho neutro (NR-Neutral Red), Figura 1.4, é um composto pertencente a classe de
compostos chamados de fenazinas. O NR é utilizado como indicador de pH em sistemas
bioldgicos, marcador em estudos virais e na deteccdo Optica e electroquimica de DNA. O primeiro
estudo de electropolimerizagéo do NR foi publicado em 1970 por Nikolskii et al. e desde entéo a
sua aplicacdo como mediador redox em biossensores electroquimicos foi investigada para a
deteccdo de diversos analitos como glucose, lactato, piruvato, glutamato etc. A polimerizacao do
NR ocorre por via radicalar e a estrutura da cadeia polimérica apresenta um maior nimero de
ramificagbes com o aumento do numero de radicais gerados pela aplicacdo do potencial.
Controlando o potencial aplicado e o pH do meio, é possivel controlar a estrutura do filme
polimérico. Além de ramificacdes, hd a formacao de dimeros e tetrdmeros que processa através da
formagéo de ligagdes covalentes C-N do carbono orto relativamente ao grupo N(R2) e o grupo
amina. O processo de polimeriza¢do do NR ndo afecta o sistema m conjugado do mondmero e desta
forma mantem o seu potencial redox e as suas propriedades Opticas ap6s a formacao do polimero.
A condutividade do polimero em solucgdo é influenciada pela dopagem do filme polimérico por
anides da solucdo a potenciais suficientemente positivos. Esta dopagem, do tipo-n, aumenta a
condutividade do polimero por aumento da densidade de carga do polimero, provocando uma
diminuicdo do hiato energético entre as bandas de conducéo e de valéncia. Para filmes de PNR
utiliza-se NOs’, por catalisar a electropolimerizacao e estabilizar a estrutura do filme polimérico
[29-32].

™ R

N N NH,

Figura 1.4 - Estrutura quimica do vermelho neutro.
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3. Enzimas

Um organismo € um sistema complexo onde ocorrem milhares de reac¢Ges quimicas;
algumas destas reacc¢fes nunca ocorreriam nas condi¢fes que um sistema bioldgico necessita para
ser sustentavel. O controlo e regulacdo dos processos bioquimicos de um organismo € levado a
cabo por enzimas. Enzimas sdo proteinas que actuam como catalisadores sobre essas reaccoes,
assim como controlam e regulam a extensdo dessas mesmas reac¢oes. Estas caracteristicas devem-
se a especificidade da interaccdo entre a enzima e 0 seu substrato assim como uma
complementaridade electroestatica entre ambos. Existe um grande nimero de enzimas e substratos
e por isso existe a necessidade de classificar as enzimas. O nome de uma enzima possui geralmente
o sufixo -ase que é indexado ao nome do substrato ou a um conjunto de palavras que descreve a
reac¢do catalisada. O tipo de reaccao que é catalisada é muito menos numeroso que o nimero de
reac¢des em si, logo a classificacdo de enzimas em funcdo do tipo de reaccdo que e catalisada é
feita em 6 classes que sdo subdivididas em subclasses e sub-subclasses de acordo com as
recomendacdes da IUPAC e da IUBMB (International Union of Biophysics and Molecular

Biology).
Oxirreductases: catalisam reac¢fes de oxidacao/reducao
Transferases: catalisam reacc@es de transferéncia de grupos funcionais
Hidroélases: catalisam reaccGes de hidrolise
Liases: catalisam reac¢des de eliminacdo de ligacdes duplas
Isomerases: catalisam reac¢des de isomerizacao
Ligases: catalisam a formacdo de novas liga¢fes acopladas com a hidrolise da ATP

As enzimas sdo catalisadores muito diferentes dos catalisadores quimicos habituais em
quatro aspectos: aumento das constantes de equilibrio em ordens de grandeza de 108-10%2, elevada
especificidade, condigdes de reac¢do brandas em temperatura e pH e capacidade regulatoria da
reacgdo. Estas caracteristicas devem-se a estrutura da enzima, em que se distinguem 4 niveis:
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.

A estrutura primaria € composta pela sequencia dos aminoacidos da(s) cadeia(s)

polipeptidica(s).
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A estrutura secundaria corresponde ao arranjo espacial da estrutura primaria onde ocorre
uma distorgdo dos angulos C-O-N-C para minimizar o contacto entre as cadeias laterais dos
aminoéacidos da cadeia peptidica.

A estrutura terciaria descreve o arranjo espacial dos elementos estruturais secundarios onde
se inserem especificamente todos os a&tomos das cadeias peptidicas e das cadeias laterais.

A estrutura quaternéria é uma associacdo de subunidades terciarias por interacgdes de van
der Waals; geralmente sdo proteinas de grande dimenséo e massas moleculares elevadas (< 100
kD). A enzima é estabilizada por forcas intermoleculares como pontes de hidrogénio, forcas de
van der Waals e por interac¢do com ides metalicos (pontes salinas) adquirindo um arranjo espacial
mais favoravel termodinamicamente.

A estrutura da enzima é composta por dois sectores, o centro activo e o suporte proteico. A
reaccao ocorre no centro activo da enzima, mas a ligacdo do substrato é assistida pelo suporte
proteico que adequa a sua estrutura devido a interaccdo do substrato com os aminoécidos do
involucro proteico, este ajuste é chamado de induced fit. Muitas enzimas requerem grupos
prostéticos, co-substratos, cujo papel é alterar a estrutura da enzima de forma a activa-la e para
que a estrutura adquira uma conformacéo mais favoravel para a ligacdo do substrato, e cofactores
para activar o centro activo tornando-o mais reactivo, para que a catalise da reac¢édo seja eficiente
e possibilite a sua regeneracdo. Este modelo faz parte da teoria de ligagdo enzimatica chave-
fechadura, onde se associa a ligagdo ndo-covalente do substrato com a enzima formando o

complexo enzima-substrato (ES) este processo segue um comportamento cooperativo [33].

3.1. Enzimas flavodependentes

As enzimas oxidases catalisam reaccdes de oxidacdo/reducdo que em condi¢cdes normais
necessitavam de condi¢Ges muito agressivas para ocorrerem. As reaccdes redox enzimaticas
ocorrem mediadas por cofactores; estas moléculas tém a capacidade de transferir mais facilmente
electrdes para um aceitador e desta forma promover a reaccéo.

Um dos cofactores mais comuns de enzimas oxidases € a flavina adenina dinucleotideo ou FAD.
A maioria das oxidases apresenta no seu centro activo uma ou mais moléculas deste co-factor, que
reduz o oxigénio a peroxido de hidrogénio.

As oxidases sdo muito utilizadas na construcdo de biossensores enzimaticos e um dos
métodos de detecgdo é precisamente através da regeneracdo do FAD ou FADH>. Dependendo da
enzima em questdo, a regeneracdo do FAD pode ocorrer em potenciais muito diferentes. O FAD

encontra-se no interior da enzima e algumas enzimas tém uma regido chamada de bolso profundo,
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onde se encontra ligado o FAD. Com o aumento da profundidade do bolso torna-se mais
inacessivel e por isso é necessario a aplicacdo de um potencial mais elevado para promover a
regeneracdo do FAD ou FADH> [33].

Neste trabalho foram utilizadas trés enzimas oxidases que utilizam o FAD ou FMN, flavina
mononucleotidio, que é um cofactor semelhante ao FAD, mas com apenas um nucleotideo. Todas
elas operam a potenciais diferentes, positivos e negativos, devido a diferenca de acessibilidade do
mediador para reagir com o FAD. As enzimas utilizadas neste trabalho séo glucose oxidase, lactato
oxidase e piruvato oxidase. Nas secc¢des que se seguem estdo apresentadas breves descri¢des destas

enzimas.

3.1.1. Glucose oxidase

Glucose oxidase é uma enzima que pertence a classe de enzimas oxirreductases, a sua ac¢ao
incide sobre um dos isomeros de glucose, B-D-glucose. E uma proteina com estrutura quarternaria
dimérica, composta por duas sub-unidades, cada uma com uma molécula de FAD no seu centro

activo, Figura 1.5.

carbohydrate

Figura 1.5 - - Estrutura quaternaria da glucose oxidase, com o cofactor FAD e hidratos de carbono em
evidéncia. Imagem retirada de [34].

A reaccdo catalisada ¢ a oxidacao de B-D-glucose a D-glucono-1,5-lactona que sofre
hidrolise espontaneamente formando D-acido gluconico; a oxidagcdo ocorre na presenca de
oxigénio como co-substrato, sendo este reduzido a peroxido de hidrogénio. A regido do centro
activo das sub-unidades da enzima onde se encontra o FAD é composta por segmentos secundarios

ndo continuos, nomeadamente, 6 folhas B antiparalelas, criando uma cavidade profunda, chamado
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de bolso profundo (deep pocket) onde se encontra a flavina. Os aminoécidos que séo responsaveis
pela interaccdo com o substrato sdo triptofano, aspargina e fenilalanina, enquanto que 0s
aminoacidos que integram a regido do centro activo e catalisam a reac¢do sdo histidina, acido

aspartico e tirosina [35,36].

3.1.2. Lactato oxidase

Lactato oxidase pertence a uma sub-classe de enzimas, a-hidroxiacido oxidase e catalisa a
oxidacdo do lactato a piruvato. A reaccdo ocorre com oxigénio como co-substrato formando
peroxido de hidrogénio. O centro activo da enzima é composto por dois segmentos, um da
interaccdo e outro onde se processa a reaccdo. A interaccdo do lactato com o centro activo é
efectuada pelos aminoacidos histidina, tirosina, lisina e aspargina, enquanto que a reac¢do de
oxidacdo ocorre mediada FMN. A sua estrutura quaternaria € uma estrutura tetramérica e encontra-

se apresentada na Figura 1.6 [36].

Figura 1.6 - Estrutura quaternéria da L-lactato oxidase. Imagem retirada de [38].

3.1.3. Piruvato oxidase

Piruvato oxidase, Figura 1.7, catalisa a reaccdo de descarboxilacdo do acido piravico
juntamente com fosfato e oxigénio para formar acetilfosfato, dioxido de carbono e perdxido de
hidrogénio. A sua estrutura é tetramérica mas as unidades basicas funcionais desta enzima sédo
dimeros, cada um contendo FAD, TPP e um metal bivalente no centro activo. O arranjo estrutural

da enzima, particularmente a localizacdo dos cofactores que se encontram em dominios a
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superficie sugere que o mecanismo de oxidagdo tem duas etapas distintas, onde ocorre a

transferéncia de um electrdo em cada uma delas [39-41].

ThDP
domain

Figura 1.7 - Estrutura da enzima piruvato oxidase. A esquerda a estrutura quaternaria da enzima, a direita
um dos mondmeros com as regides do FAD, TPP e centro proteico em evidéncia, de [41].

3.2.Cinética enzimatica

As enzimas catalisam um grande namero de reac¢des. A maior parte das enzimas actua num
sO substrato, porém podem reagir com mais do que uma molécula de substrato porque possuem
mais do que um centro activo e segue a lei de um processo cooperativo. A velocidade das reac¢coes
enzimaticas pode muitas vezes ser descrita por uma lei cinética de primeira ordem, denominada
cinética de Michaelis-Menten, em honra aos cientistas que criaram o modelo cinético que melhor

se adequa as observacdes experimentais.

3.2.1. Cinética de Michaelis-Menten

No modelo, a velocidade da reac¢do enzimatica segue uma cinética de primeira ordem.
Porém, é necessario contextualizar o esquema reaccional e 0 mecanismo pelo qual se processa a

reaccdo [33]. O esquema é:

k1

k
E+S “ESS3E+P (1)

k-1

O mecanismo considera que E, a enzima, e S, 0 substrato reagem formando o complexo
enzima-substrato, ES. Apos a formagdo do complexo, o sistema evolui em dois sentidos, ou reverte

e forma novamente E e S, ou evolui no sentido da libertagcdo dos produtos P com regeneracdo da

17



enzima E. Por isso assumimos como aproximacédo que a variagéo de [ES] se encontra num estado

estacionario

d[ES] _
0 =0 (2)

Como a velocidade da reaccao é pela variacdo da concentracdo dos produtos da reaccao, i.e. [P],

assumimos como condi¢do de fronteira que a velocidade méxima é

arPl _ v, _

? —V - kZ[ES] (3)
Assim
2 = K[E] [S] - ka[ES] — ko[ES]
Uma vez gque no estado estacionario % = 0 , resulta que
ki[E] [S] = k-1[ES] + ko[ES] 4)
fazendo o balango de massas para determinar a concentracgdo total de enzima [E]r
[Elr = [E] + [ES] & [E] = [E]r — [ES] ()
Substituindo na expresséo (4) resulta,
ki ([E]r — [ES]) [S] = k1[ES] + k2[ES] (6)
e re-arranjando a expressao
ki [E]v [S] = [ES] (k-1 + ka2 + k1 [S]) ()
que pode ser escrita como
[Elr [S] = [ES] (=== +[S]) = [ES] (Ku + [S]) (8)
Em (8) a constante de Michaelis-Menten Kw € dada por
Ky = k—i-ll- k2

e resolvendo em ordem a [ES] resulta

_ [E]T[S]
[ES] =i 9)

Uma vez que a velocidade maxima é Vimax= k2[ES] obtem-se
k2[E]T[S] _ . —

oA ko[ES] ; k2 [E]T = Vimax (10)
Finalmente a expressao para a velocidade da reaccao é

Vmax|S]
KM +[S]

=V (11)

18



3.3.Imobilizag¢ao enzimatica

O elemento sensorial do biossensor deve estar em contacto directo com o transdutor, por isso
desenvolveram-se varios métodos de imobilizacdo enzimatica em que se retém a enzima em
contacto directo com o transdutor mantendo a sua estrutura 0 mais proxima do seu estado nativo
possivel, para conservar o maximo da sua actividade. Naturalmente, sempre que se imobiliza uma
enzima a sua actividade é diminuida. Devido a diversidade de estruturas, algumas enzimas podem
ndo ser tdo reactivas numa certa matriz ou a sua imobilizacdo pode ndo ser facil e ocorrer
lixiviamento da enzima. Por isso, tém sido desenvolvidos métodos de imobilizacdo que sejam
eficientes em dar resposta a estas necessidades. Podemos distinguir duas vertentes destes métodos,

métodos de imobilizacdo de ligacdo quimica e de retencao fisica [42,43].

3.3.1. Métodos de retengao fisica

Os métodos de retencdo fisica sdo os mais antigos que foram aplicados na construcdo dos
primeiros biossensores. Apresentam a vantagem de nédo alterar a estrutura da enzima devido a
auséncia da formacao de novas ligacbes mas tém a desvantagem de ter um tempo de vida mais

curto e de ser necessario uma maior quantidade de enzima em relacdo a outos métodos [42,43].

3.3.1.1. Retencao com membranas

Este método de imobilizacdo foi o primeiro método desenvolvido para imobilizar uma
camada enzimatica sobre a superficie de um eléctrodo. Este método consiste na retencdo da
camada enzimatica por uma membrana de dialise presa por um anel de borracha. A sensibilidade
do biossensor depende da camada enzimaética, por isso é conveniente que tenha uma espessura
significativa, a membrana deve ser permeével aos substratos e aos produtos da reac¢ao enzimatica

e reter eficazmente a enzima.

3.3.1.2. Oclusao

O método de ocluséo consiste na retencéo da enzima em cavidades de uma matriz polimérica
porosa, a oclusdo da enzima sendo feita durante a polimerizacdo dos monGmeros que se encontram
em suspensdo juntamente com a enzima e um iniciador. A matriz pode ser constituida por um gel

ou fibras, mantendo a estrutura da enzima intacta uma vez que néo se formam ligacOes entres 0s
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grupos amina da superficie enziméatica. Para que a imobilizagdo por oclusdo seja eficaz, €
necessario um controlo rigoroso das condicBes de polimerizagdo, 0 que torna 0 processo pouco
reprodutivel. Uma das desvantagens é a perda de enzima por degradacdo da estrutura porosa da

matriz e dos poros que servem de suporte para a enzima, levando a uma perda de sensibilidade.

3.3.1.3. Encapsulamento

O método de encapsulamento de biomoléculas é muito utilizado em vérias aplicacdes desde
farmacéuticas a alimentares. Os ultimos desenvolvimentos nas areas dos géis permitem explorar
outas alternativas de imobilizagéo de enzimas por encapsulamento para aplicagdo em biossensores.
Os principios fundamentais desta técnica sdo um pouco semelhantes a oclusdo mas no
encapsulamento a membrana semipermeavel envolve mais do que uma molécula de enzima. O
encapsulamento é feito por membranas que envolvem a enzima, permitindo a circulacdo de
reagentes e produtos através de poros. As membranas podem ser poliméricas, vesiculas lipidicas,
polielectrolitos e em fase sol-gel. As principais desvantagens deste método sdo a grande
quantidade de enzima que € necessaria para que o encapsulamento seja eficiente e a dificuldade

de adsorcao da mesma a superficie do eléctrodo.

A) B) C)

0K
0C
R

Figura 1.8 - Esquema dos métodos fisicos de imobilizacdo enzimatica: (A) ocluséo, (B) encapsulamento,
(C) retengdo com membranas.

3.3.2. Métodos de ligacao quimica

A imobilizacéo por ligagdes quimicas é feita com a formagé&o de ligagdes covalentes com os
grupos reactivos da superficie proteica da enzima, de modo que a enzima pode ser desactivada
devido & formacéo de um excesso de liga¢cdes. Os métodos mais convencionais sdo: reticulacao,

adsorcdo fisica, ligagdo ao suporte, ligacdo covalente e bioafinidade [42,43].
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3.3.2.1. Reticulagcao

No método de reticulacdo, sdo formadas ligacGes covalentes entre 0s grupos amina dos
aminoacidos que se encontram na superficie externa da enzima como, por exemplo, lisina e
histidina. Para efectuar a reticulacdo € utilizado um agente reticulante, que deve ser um composto
bi-funcional para ter a capacidade de estabelecer ligacGes covalentes nas suas extremidades; dessa
forma é criada uma rede em que a enzima se encontra imobilizada sobre o transdutor. Um dos
compostos mais utilizados para efectuar a imobilizacdo enzimatica por este método é o
glutaraldeido (GA). Um dos problemas que surge na utilizacdo deste método, é a falta de controlo
na orientacdo da enzima e até no local onde se estabelece a ligacdo covalente, o que pode afectar
a actividade da enzima, podendo impedir ou dificultar a difusdo do substrato até ao centro activo,
ou criar uma ligacdo covalente num local que pode levar a sua desactivacdo. Para melhorar a
eficacia da imobilizacdo da enzima, utiliza-se um espacador (“spacer”) que geralmente é uma
proteina com uma superficie com abundéncia de grupos amina, como por exemplo a albumina
sérica bovina (BSA-bovine serum albumin). Geralmente € utilizado um excesso de BSA, para que
a enzima seja melhor distribuida por toda a superficie do eléctrodo, em um ambiente quimico
favoravel, melhorando a sua orientacdo e criando locais com boa disponibilidade fisica para a
difusdo do substrato/produtos, assim como aumentar a robustez da enzima a variacbes das

condic¢des do meio como pH, temperatura e forca idnica.

3.3.2.2. Adsorgao fisica

A imobilizacdo enzimatica por adsorc¢ao fisica € feita através de interac¢des intermoleculares
entre a enzima e o suporte, que podem ser: pontes de hidrogénio, ionicas, electroestatica e van der
Waals. E um método simples e barato; a ligacdo ao suporte é feita por evaporacio do solvente da
solucdo enzimatica, apds a evaporacdo a enzima é mantida em contacto com o transdutor por
influéncia das forgas intermoleculares. Devido a isto, a imobilizagdo é dependente de condic¢des
como pH e forca idnica, por isso € sempre necessario fazer uma optimizacdo das condi¢cOes da
imobilizacéo para que a estabilidade da enzima n&o seja afectada assim como a sua especificidade.
No entanto, existem algumas limitagdes: a imobilizacdo é fraca e pode se perder uma grande
quantidade de enzima, a distribuicdo da enzima na superficie do eléctrodo ndo é totalmente
uniforme e a orientacdo das enzimas ndo é controlavel. Por isso, pode se perder actividade

enzimatica e consequentemente ha uma diminuicdo do sinal da resposta do biossensor.

21



3.3.2.3. Ligacao covalente

Este método de imobilizacdo é mais sofisticado e tem a vantagem de poder ser utilizado
numa variedade de suportes. Inicialmente é necessario funcionalizar a superficie com compostos
bi-funcionais, em que uma das extremidades reage com a superficie e forma ligacfes covalentes
com ela, formando uma camada auto-montada (SAM-self-assembled monolayer), enquanto que a
segunda extremidade forma ligaches covalentes com o0s aminodcidos polares expostos na
superficie, principalmente histidina, cisteina, lisina e tirosina. Este método € simples e conserva a
integridade da estrutura terciaria da enzima além de poder ser utilizado em varias superficies com
boa eficiéncia e com boa reprodutibilidade. No entanto, algumas enzimas sdo demasiado sensiveis,

e susceptiveis de serem inactivadas.

3.3.2.4. Bioafinidade

O meétodo de bioafinidade tira partido da especificidade de interaccdo entre pares de
biomoléculas como anticorpos/antigénio, DNA, aptdmeros, um dos pares mais utilizados neste
método sendo o par avidina/biotina. A afinidade entre estas moléculas é elevada, no caso da
biotina/estreptavidina a constante de dissociagdo é 10°%* mol/L. Inicialmente é necessario ligar a
biotina a enzima e activar a superficie do suporte com a estreptavidina. Apesar de ndo se formar
uma ligacdo entre a biotina e a estreptavidina, a interac¢do entre elas € suficientemente forte para
que a imobilizacdo seja eficaz e espontanea quando entram em contacto, além de que é possivel
inverter o processo e libertar a enzima do suporte alterando o pH ou a temperatura. As principais
vantagens deste método de imobilizacdo sdo a baixa taxa de desnaturacdo e lixiviamento da
enzima, assim como €é possivel um bom controlo da orientacdo e da dispersdo da enzima sobre o
suporte. No entanto, este método é muito dispendioso devido aos reagentes que S&0 necessarios

além da propria enzima.

Figura 1.9 - Esquema dos métodos quimicos de imobilizacdo enzimatica: (A) reticulacao,
(B) bioafinidade, (C) adsorcdo fisica, (D) ligacdo covalente.
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4. Fundamentos de electroquimica

A electroquimica € o ramo da quimica que estuda 0s processos quimicos associados a
separacgdo e transferéncia de carga. Os processos de eléctrodo sdo processos de transferéncia de
carga heterogéneos, pois a transferéncia de electréo é feita na regido interfacial entre a superficie
do eléctrodo e a solugdo que contém a espécie electroactiva. No caso mais simples, a separagédo de
carga entre a face do eléctrodo e a solucdo é traduzida pela capacitancia da regido interfacial e a
dificuldade da transferéncia da carga é traduzida pela resisténcia a transferéncia de carga.

O+ne—R

Para o electrdo ser transferido, tera de haver uma diminuicdo da sua energia. O potencial
aplicado serve este proposito: para promover a oxidacdo deve-se aplicar um potencial positivo o
que baixa a energia de Fermi no eléctrodo e facilita receber os electrdes de espécies electroactivas
em solugdo. Para promover a reducdo a aplicacdo de um potencial negativo aumenta o nivel de
Fermi a consequentemente a facilidade em fornecer electrdes a espécies electroactivas em solucao
[44].

4.1. Técnicas electroquimicas

4.1.1. Voltametria ciclica (CV)

Voltametria ciclica é uma técnica de varrimento de potencial, que consiste na aplicacdo de
uma variacao linear de potencial com o tempo entre um valor inicial, e um potencial final. Ao fazer
o varrimento de potencial dentro da janela definida, Emin @ Emax, promove-se a ocorréncia de
reaccdes de oxidacdo ou reducdo na superficie do eléctrodo de trabalho, adsorcdo de espécies e
uma corrente capacitiva derivada da carga da dupla camada.

O potencial varia linearmente com o tempo até ao valor de potencial maximo Emax € inverte
o sentido do varrimento até um potencial minimo Emin (Figura 1.10A). Os resultados séo
apresentados graficamente, numa representacao da corrente em funcdo do potencial, chamado de
voltamograma. A Figura 1.10B é um exemplo de um voltamograma para um sistema reversivel.

A reversibilidade de um sistema electroquimico estudado por voltametria ciclica apresenta
as seguintes caracteristicas:

o I~V1/2;
e Epindependente de v;

L] AEp :lEpa — Ep(;l: 57/n (mV),
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e |Ep—Epr|=56.6/n (MV);
o lpa/lpc[=1

demonstrando assim a dependéncia da corrente com raiz quadrada da velocidade de varrimento.

E
(A) =1(B) p
Emax 10
5 4
)
=0
t |
54 .
Emin - T -Epc T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/Vvs. SCE

Figura 1.10 - A) Variagdo do potencial aplicado com o tempo em voltametria ciclica entre o potencial
mMAaximo Emax, € minimo Emin, 0 sentido do varrimento pode ser positivo ou negativo.
B) Voltamograma ciclico para um sistema reversivel: 1 mM KsFe(CN)s em KCI 0,1M; destacam-se 0s
potenciais de pico anddico Epa e catddico Epc e as correntes de pico anddico lpae catddico lpe.

Uma das grandes aplicabilidades da voltametria ciclica é o estudo de constantes cinéticas de
reacgdes de transferéncia de carga e a determinacdo de areas electroactivas. Fazendo um estudo
com varias velocidades de varrimento, podemos calcular a constante de velocidade de uma reaccao
de eléctrodo ou a &rea electroactiva de em eléctrodo.

Para efectuar a determinacéo d a &rea electroactiva normalmente utiliza-se a equago:

3 1 1
I = 2,69x105 nZ A[R]ooD0Z v2

onde | é a corrente (A), n — nimero de electrdes transferridos na reaccdo redox, A — area do
eléctrodo (cm?), F — constante de Faraday (C mol™?), D é o coeficiente de difusdo (cm? s?),
C — concentragéo de analito (mol cm™®), v — velocidade de varrimento (V s™), R — constante dos
gases (J Kt mol?) e T — a temperatura (K) [44].

4.1.2. Amperometria a potencial fixo

Amperometria a potencial fixo que foi utilizada neste trabalho, deve ser distinguido de
cronoamperometria uma vez que em amperometria de potencial fixo, ndo se considera a vari¢ao
da corrente com o tempo. A amperometria de potencial fixo é uma técnica de degrau de potencial
em que se varia o de valor de potencial inicial para outro, fixando-o e mantendo constante durante

a experiencia. Deste modo, fazemos uma relagéo entre varigcdo da corrente com a concentracdo do

24



analito devido a baixa influencia da componente capacitiva na corrente total uma vez que o

potencial é invariavel.

L J

t=0 t

Figura 1.11 - Grafico de variagdo do potencial com o tempo numa experiencia de amperometria a
potencial fixo.

Em amperometria a potencial fixo para fins analiticos, é adicionado um volume conhecido
da espécie electroactiva a solucgdo e a alteracdo da corrente é registada. Em condicgdes de conveccao
imposta, normalmente por agitacdo mecanica da solu¢do, um novo valor da corrente constante é
observado passados alguns segundos, sendo a diferenca de corrente proporcional a concentracao

adicionada do analito, Figura 1.12.
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Figura 1.12 - Exemplo de resposta numa experiéncia amperométrica: estabilizacdo da corrente de base
até 400 s, seguida pela injeccdo de um analito e novamente a estabilizacdo da corrente.
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Capitulo 2 Experimental

Neste capitulo encontra-se uma descricdo detalhada dos materiais, reagentes, instrumentos
e célula electroquimica utilizados na execucdo deste trabalho, assim como de todas as
metodologias aplicadas para a construgdo dos biossensores e das condi¢des experimentais
utilizadas em todas as experiéncias. Todas as medidas foram efectuadas a 25 °C e a pressdo

atmosférica.

2.1. Solugdes e reagentes

As enzimas utilizadas foram as seguintes: glucose oxidase (GOXx); lactato oxidase (LOX);
piruvato oxidase (PyOx) da Sigma, Chemical Co. St. Louis, EUA.
Para a imobilizacdo enzimatica utilizou-se glutaraldeido (GA 25 % em &gua), albumina sérica
bovina (BSA) da Sigma, Chemical Co. St. Louis, EUA.
Para a modificacdo do eléctrodo de carbono vitreo foram utilizados MWCNT da NanoLab,
quitosana da Sigma-Aldrich, quitosana deacetilada min. 85 %, ferroceno da Merck, FeCls da
Riedel de Haene, DL-Lactic acid e vermelho neutro da Sigma-Aldrich.
Todos os reagentes foram utilizados como foram recebidos e sem purificagdo ou tratamento
adicional.
As solucgdes-tampdo preparadas foram as seguintes:
e  K>HPO4/KH2PO4 0,025 M (KPB) pH 5,5 + KNO3 0,1 M para a electrodeposicao de filmes
poli(vermelho neutro) (PNR)
e  K>HPO4/KH2P04 0,025 M (KPB) pH 7,0 + KCI 0,1 M para os ensaios efectuados com azul
de Prussia (PB) como mediador
e Trizma-HCI 0,01 M + K>HPO4 0,015 M pH 7,0 + KCI 0,05 M com a enzima piruvato
oxidase
e NaHPO4/NaH2PO4 0,1 M pH 6,0-8,0 + NaCl 0,05 M, designado por NaPBS para as
restantes experiéncias que foram realizadas
Para as experiéncias realizadas com a enzima piruvato oxidase foram adicionados as

solugdes-tampdo os cofactores correspondentes a esta enzima.
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A solucéo de ferroceno 10 mM foi guardada a 4 °C. As solu¢des de DL-glucose foram
deixadas a equilibrar por um periodo sempre superior a 12 horas para que o equilibrio entre as
formas a e B se estabelecesse, pois apenas a forma 3 ¢ a mais reactiva com a glucose oxidase. As
solucgdes de DL-acido lactico e DL-acido pirtvico preparadas tinham a concentracdo de 10 mM e

foram acondicionadas a 4 °C.

2.2.Instrumentagao

Os instrumentos utilizados para efectuar as medi¢des electroquimicas de amperometria e de
voltametria ciclica foram: Ivium Compact Stat (Ilvium Technologies B.V., Eindhoven,
Netherlands) e pAutolab de tipo Il da EcoChemie Utrecht, Holanda, com controlador GPES 4.0,
Figura 2.1ae 2.1b.

A medicdo de pH foi efectuada com um medidor de pH da Crison, Barcelona, Espanha,

modelo micropH 2001, Figura 2.1c.
(a) (b)

Figura 2.1 — Instrumentos utilizados no trabalho laboratorial. (a) Potenciostato Ivium Compact Stat;
(b) Potenciostato pAutolab de tipo I1; (¢) medidor de pH Crisom modelo micropH 2001.

Todas as experiéncias foram executadas numa célula electroquimica de 15 ml de volume.
Os eléctrodos utilizados foram: eléctrodo de calomelanos saturado (SCE-saturated calomel
electrode) como referéncia (B), fio de platina como auxiliar (C) e como eléctrodo de trabalho
utilizou-se um de carbono vitreo (GCE-glassy carbon electrode) com o diametro de 3,0 mm (A)
Fig.2.2.
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Figura 2.2 - Figura esquematica da célula electroquimica utilizada.

2.3. Modificagao dos eléctrodos de carbono vitreo

Os eléctrodos de carbono sdo muito utilizados na preparacéo de biossensores, apesar de a
transferéncia de electrdes seguir uma cinética mais irreversivel do que em eléctrodos metélicos, a
sua elevada abundancia, facilidade de preparacdo e manuseamento torna-os materiais de elevado
interesse. Os novos materiais nanoestruturados de carbono como os nanotubos de carbono (CNT)
e grafeno, foram usados num grande ndmero de estudos, pois as caracteristicas fisicas destas novas

estruturas de carbono oferecem grandes vantagens, ver Capitulo 1.

2.3.1. Preparacao e imobilizacio dos CNT

Os nanotubos de carbono séo funcionalizados com o objectivo de aumentar a sua capacidade
electrocatalitica. A insercdo de grupos carboxilicos na sua estrutura aumenta o nimero de locais
onde ha formacao de radicais e por isso sdo mais reactivos.

Para funcionalizar os nanotubos de carbono seguiu-se o procedimento de [29]. Pesaram-se
120 mg de CNT e dissolveu-se em uma solugdo de acido nitrico 5 M durante 20 horas. Ocorre uma
destruicdo parcial da estrutura dos nanotubos com aumento do ndmero de defeitos e
implicitamente a capacidade electrocatalitica dos nanotubos. Apos este periodo, a solucéo foi
filtrada e lavada com agua ultrapura (pH = 7) varias vezes. O filtrado foi colocado numa estufa a
80 °C, durante 24 horas.

A sequir, foi preparada uma solucéo 1% (m/v) de quitosana em acido acético de seguinte

maneira: pesaram-se 100 mg de quitosana e dissolveram-se em 10 ml &cido acético 1% (v/v) e
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deixada em agitacdo durante 3 horas. Foram preparadas 3 suspensdes de nanotubos de carbono,
com as concentracgdes de 0,2; 0,5 e 1,0 % (m/v), em que foram pesadas 1; 2,5 e 5 mg de nanotubos
funcionalizados e suspensos em 500 ul de quitosana em &cido acético. As suspensdes foram
colocadas durante 2 horas num banho de ultrassons, para a sua dispersao ser mais eficaz e
posteriormente guardados a 4 °C.

A deposic¢do dos nanotubos no eléctrodo de carbono vitreo foi efectuada com a deposicao de
uma gota de 6 pl de nanotubos e deixado a secar a temperatura ambiente. Este procedimento foi
efectuado para todas as concentracdes. Resultaram desta forma os seguintes eléctrodos
modificados CNTo2/GCE, CNTos/GCE, CNT1,0/GCE, designados genericamente CNT/GCE.

2.3.2. Preparacgao e imobiliza¢ciao dos mediadores redox

2.3.2.1. Electrodeposigao de filmes de PNR em CNT

A electrodeposicdo de poli(vermelho neutro) foi efectuada por voltametria ciclica,
inserindo o eléctrodo CNT/GCE numa solugdo de 1,0 mM NR + 0,025 M KPB + 0,1 M KNO3
(pH 5,5) e varrendo o potencial entre -1,0 e + 1,0 V vs. SCE com uma velocidade de varrimento
de 50 mV s™%, durante 20 ciclos [31].

Apos a electrodeposicéo, o eléctrodo PNR/CNT/GCE foi seco a temperatura ambiente e

guardado a mesma temperatura.

2.3.2.2. Electrodeposi¢io de PB em CNT

A electrodeposi¢do de azul de Prussia foi efectuada por voltametria ciclica, inserindo o
eléctrodo CNT/GCE numa solugdo de 1,0 mM FeCls + 1,0 mM KsFe(CN)g + 0,025 M KPB + 0,1
M HCI (pH 1,5) numa janela de potencial entre 0,0 e + 1,0 V vs. SCE com uma velocidade de
varrimento de 50 mV s, durante 25 ciclos [45].

Ap0s a electrodeposicdo o eléctrodo PB/CNT/GCE foi seco a temperatura ambiente e

guardado a mesma temperatura.
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2.3.2.3. Sintese de nanoparticulas de PB protegidas por

quitosana

Como foi descrito no ponto anterior, verificou-se a necessidade de utilizar outras
metodologias de sintese de azul de Prussia e decidiu-se testar um método com um biopolimero,
que oferece maior garantia de nao afectar a actividade enzimatica. Inicialmente foram preparados
50 ml de uma solucdo de quitosana 85 % deacetilado em &cido cloridrico 0,5 M, a qual
chamaremos solucdo I. Filtrou-se por gravidade a solugdo | para retirar as particulas solidas que
se encontravam em suspensao. Prepararam-se duas solucdes de ferro (111), uma de KsFe(CN)g (10
ml) e outra de FeClz (10 ml) ambas com concentracdo 1 mM, que serdo designadas solucéo Il e
I11, respectivamente. Colocou-se a solucdo | em agitacdo, e lentamente adicionou-se a solucéo II.
Posteriormente, a solucdo que continha as solucBes | e Il, adicionou-se a solucdo Il muito
lentamente. Para precipitar as nanoparticulas, adicionou-se um grande excesso de acetona, cerca
de 3 vezes o volume das solucdes I, 11 e 111 e deixou-se repousar por umas horas. O precipitado foi
centrifugado e lavado com acetona varias vezes. O sélido resultante, PB-QUIT-NP foi suspenso

em &gua desionizada e guardado a 4 °C [46].

2.3.3. Imobilizacdo de enzimas

O método utilizado para a imobilizacdo enzimética em todos os biossensores que foram
desenvolvidos no dmbito deste trabalho, foi o método de reticulacdo com glutaraldeido como
agente reticulante e BSA como espacador [29,31]. A preparagdo dos biossensores sera descrita a

sequir.

2.3.3.1. Biossensor de glucose sem mediador

Este biossensor foi preparado depositando uma gota de 6 pl de uma solugdo de 10 mg de
GOx + 40 mg de BSA em tampdo fosfato sobre o eléctrodo de carbono vitreo; de seguida
depositou-se uma gota de 6 pul de GA sobre o eléctrodo com solugdo de enzima. Deixou-se secar

a temperatura ambiente de guardou-se a 4 °C. Resultou o biossensor GOX/GCE.
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2.3.3.2. Biossensor de glucose com PNR/CNT

O biossensor de GOx com filmes de PNR sobre uma camada de nanotubos foi desenvolvido
em trés fases distintas: uma primeira fase em que se modificou a superficie com CNT, segunda
que foi a deposicéo do filme de PNR e uma terceira fase em que se imobilizou a enzima sobre a
superficie de PNR/CNT.

A modificacdo da superficie de carbono vitreo foi efectuada como descrito no ponto 2.3.1
para a deposicdo dos nanotubos. A electrodeposicdo de PNR foi efectuada conforme o ponto
2.3.2.1. Apos a modificagdo do eléctrodo procedeu-se a imobilizagdo da enzima como no ponto
2.3.3.1. Deixou-se secar a temperatura ambiente e guardou-se a 4 °C. O eléctrodo resultado
designou-se por GOX/PNR/CNT/GCE.

2.3.3.3. Biossensor de lactato sem mediador

Este biossensor foi preparado depositando uma gota de 6 pl de uma solugéo de 10 mg de
LOx + 40 mg de BSA em tampdo fosfato sobre o eléctrodo de carbono vitreo; de seguida
depositou-se uma gota de 6 pl de glutaraldeido 2,5 % (v/v) sobre o eléctrodo com a solucédo de
enzima. Deixou-se secar a temperatura ambiente e guardou-se a 4 °C. Resultou o biossensor
LOX/GCE.

2.3.3.4. Biossensor de lactato com Fc/CNT

Este biossensor foi construido em quatro fases, a semelhanca do biossensor do ponto
2.3.3.2. No entanto, o mediador foi depositado como uma gota de solu¢cdo 10 mM de ferroceno
sobre a camada de nanotubos, que foi previamente depositada como no ponto 2.3.1. Depositou-se
depois a enzima como no ponto 2.3.3.3. Finalmente, depositou-se uma gota de 6 pl de Nafion 5%
por cima de tudo e deixou-se secar a temperatura ambiente e guardou-se a 4 °C. O biossensor
resultante designa-se por Nafion/LOx/Fc/CNT/GCE.
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2.3.3.5. Biossensor de piruvato sem mediador

Este biossensor foi preparado depositando uma gota de 6 pl de uma solucdo de 10 mg de
PyOx + 40 mg de BSA em tampdo fosfato sobre o eléctrodo de carbono vitreo; de seguida
depositou-se uma gota de 6 pl de glutaraldeido 2,5 % (v/v) sobre o eléctrodo com a solugéo de
enzima. Deixou-se secar a temperatura ambiente e guardou-se a 4 °C. Resultou o biossensor
PyOx/GCE.

2.3.3.6. Biossensor de piruvato com CNT

Este biossensor foi construido imobilizando a enzima PyOx como no ponto 2.3.3.5 sobre
uma camada de CNT depositada como no ponto 2.3.1. e designa-se por PyOx/CNT/GCE.
Construiu-se um biossensor semelhante a este, adicionalmente contendo uma gota de 6 pl FAD

200 uM depois da enzima, este biossensor designa-se por PyOx/FAD/CNT/GCE.

2.3.3.7. Biossensor de piruvato com PB/CNT

O biossensor de PyOx com filmes de PB sobre uma camada de nanotubos foi desenvolvido
em trés fases distintas: uma primeira fase em que se modificou a superficie com CNT, segunda
que foi a deposicao do filme de PB e uma terceira fase em que se imobilizou a enzima sobre a
superficie de PB/CNT, como no ponto 2.3.3.5. O biossensor designa-se por PyOx/PB/CNT/GCE.

2.3.3.8. Biossensor de piruvato com PB-QUIT-NP/CNT

Este biossensor foi construido em quatro fases a semelhanca do biossensor do ponto 2.3.3.4.
Foi depositado uma gota de solugdo de PB-QUIT-NP sobre a camada de nanotubos, que foi
previamente depositada como no ponto 2.3.1. Depositou-se depois uma gota de 6 pl de uma
solucéo de 10 mg de PyOx + 40 mg de BSA em tampé&o fosfato sobre o eléctrodo de carbono vitreo
modificado. De seguida depositou-se uma gota de 6 pl FAD 200 uM e a seguir depositou-se uma
gota de 6 pul de glutaraldeido 2,5 % (v/v). Deixou-se secar a temperatura ambiente e guardou-se a
4 °C. O biossensor resultado designa-se por PyOx/FAD/PB-QUIT-NP/CNT/GCE.
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Capitulo 3 Resultados e Discussao

3.1. Biossensores de glucose

Os hidratos de carbono desempenham um papel fundamental no metabolismo de seres vivos
eucariotas e procariotas e cumprem varias fungdes bioldgicas desde o fornecimento de energia a
funcBes estruturais como a de polimero de que &€ exemplo a celulose. Esta polivaléncia esta
relacionada com a grande variedade de estruturas que os diferentes monossacarideos apresentam.
O monossacarideo mais conhecido é a D-glucose (B-D-glucopiranose), uma aldose que cicliza num
anel de 6 membros por uma ligacao éster. A estrutura da 3-D-glucopiranose é a mais estavel dos
monossacarideos, todos os grupos hidroxilos encontram-se na posicao trans relativamente aos seus
vizinhos e o grupo CH-OH é estabilizado por interac¢do orbital com o oxigénio do hemiacetal.
Portanto, a glucose € utilizada pela grande maioria dos seres vivos como fonte de energia, sendo a
cascata da glicélise a mais primitiva de todas as vias metabolicas que sdo conhecidas até aos dias
de hoje.

A monitorizacdo e determinacdo da glucose pode ser empregue e explorada em diversas
areas como medicina (diabetes), controlo de qualidade alimentar e para a determinacdo do teor em
glucose de amostras de matrizes biologicas dos mais diversos fluidos e tecidos. Recentemente uma
equipa de investigadores relacionou o aumento da dinamica metabolica da glicolise, de varios tipos
de células com a actividade cancerigena. Dai o interesse no desenvolvimento de biossensores
enzimaticos, mais do que desenvolver um dispositivo para a simples determinacao directa de um
composto, podemos atribuir-lhe uma aplicacdo de forma indirecta, mas com enorme importancia.

Os biossensores e sensores electroquimicos apesar de serem dispositivos que sao
desenvolvidos para a determinacdo e quantificacdo de compostos quimicos ou bioquimicos, o seu
modo de funcionamento pode variar conforme o contexto, e por isso devem ser considerados
alguns aspectos técnicos na avaliagdo do desempenho de um biossensor.

Inicialmente foram testadas algumas metodologias “modelo” com uma enzima considerada
“padrao”, com o objectivo de familiarizagdo com os procedimentos laboratoriais, com o tratamento
dos resultados obtidos, e com a interpretacdo e racionalizagdo dos aspectos fisico-quimicos que

determinam a actividade do biossensor. Para atingir esse objectivo foi desenvolvido numa primeira
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fase um biossensor de glucose, sendo a sua arquitectura baseada em estudos anteriores do grupo
[29]. A reaccdo catalisada pela GOx é a seguinte:

Glucose + O, ﬂ, Acido glticonico + H,0,

3.1.1 Biossensor de glucose sem mediador

Foi desenvolvido um biossensor de glucose imobilizando a enzima glucose oxidase num
eléctrodo de carbono vitreo, 0 método de imobilizacdo utilizado sendo a reticulacdo com
glutaraldeido com a adicdo da albumina sérica bovina (BSA). A resposta do biossensor para a
determinacéo de glucose foi avaliada atraves de amperometria a potencial fixo, a -0,4 V vs. SCE.
Utilizou-se este potencial tendo em conta os resultados do trabalho anterior [29]. Outras condigdes
foram: solucdo de electrdlito NaPBS pH 7,4 com agitacdo constante.

Todas as adicGes de glucose na célula foram de 80 uM e foram feitas a um intervalo de cerca
100 segundos para garantir que cada aliquota de solucdo de glucose era completamente oxidada

pela enzima.

200 -

160 +

40 4 500 nA

500 s

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
[Glucose]/ uM

Figura 3.1 - Curva de calibragdo do biossensor GOx/GCE obtida a -0,4 V em NaPBS 0,1 M, pH 7,4 com
adicOes regulares de 80 uM. Inserida no gréfico a resposta tipica amperométrica.
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A resposta tipica obtida por amperometria, bem como a curva de calibracgéo resultante dos
dados da mesma resposta estéo ilustrados na Figura 3.1. Observou-se um aumento da corrente em
direccdo anddica, sendo este relacionado com uma oxidagdo. Assim e como proposto
anteriormente [29] o mecanismo de funcionamento deste biossensor tem na base dois processos
competitivos: i) a regeneracdo do cofactor da enzima, o FAD que € reduzido a FADH:
concomitante com a oxidagdo da glucose a &cido glucénico e ii) a reducdo do peroxido de
hidrogénio resultante da reducdo do oxigénio.

Nas condi¢fes acima mencionadas, 0 biossensor apresenta uma gama linear entre 80 uM e
960 UM seguida de uma série de pontos que sugerem a saturacdo da enzima. O declive da recta
da-nos um valor da sensibilidade do biossensor 2,34 nA uM™cm, e obteve-se um limite de

deteccdo (LOD) de 46 uM, calculado através da equacéo:

3x SD

LoD = sensibilidade

sendo SD o desvio padrdo dos pontos da recta.

3.1.2. Biossensor de glucose com PNR/CNT

Com vista em aumentar a resposta para a detecgdo de glucose, construiu-se um outro
biossensor, desta vez imobilizando a enzima GOx num eléctrodo modificado com nanotubos de
carbono 0,5 % (m/v) em quitosana, em cima do qual se polimerizou um filme de vermelho neutro.

A polimerizacéo foi efectuada num electrdlito com pH de 5,5 para melhorar a estabilidade
do filme formado. A estrutura do filme depende do pH devido a protonacéo dos grupos amina do
vermelho neutro; o aumento de numero de ramificacbes cria uma estrutura irregular e
consequentemente afecta a estabilidade do filme. Outro aspecto importante no controlo de pH é o
facto de os nanotubos de carbono possuirem grupos carboxilicos nos seus defeitos e nas suas
margens, que sdo responsaveis por criarem ligacbes amida com os grupos amina do vermelho
neutro [29]. Porém, os nanotubos de carbono criam uma superficie porosa e muito irregular, o que
dificulta a polimerizacdo sobre a sua superficie e a adsorcdo de filmes. A formacéo de ligagdes
entre grupos amina e carboxilicos ajuda a fixar o filme de poli(vermelho neutro) criando um filme

mais compacto e estruturalmente coeso.
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Figura 3.2 - Electropolimerizacéo do vermelho neutro. Voltamograma ciclico mostrando a polimerizagdo
de NR em CNT,s/GCE, polimerizagdo efectuada a uma velocidade de varrimento 50 mV s,
com [NR] = 1,0 mM em 0,025 M KPB + 0,1 KNOs, pH 5,5.

Na Figura 3.2 encontra-se 0 voltamograma da polimerizacdo do vermelho neutro sobre
nanotubos de carbono. Existem dois pares redox neste voltamograma com os potenciais formais -
0,50 V e +0,12 V, o primeiro a potenciais negativos, devido a oxidagdo/reducdo do monémero que
se sobrepde com a do polimero, o segundo, a potenciais positivos, atribuido a dopagem do filme
com os ides na solucdo [29]. A um potencial muito positivo, +1,0 V, ocorre a oxida¢do do
monomero que gere radicais caties instaveis que depois vao-se juntando, formando o polimero.
A corrente dos dois pares redox aumenta com cada varrimento, indicando o crescimento do filme
polimérico.

Com a superficie do eléctrodo ja modificado com CNT e PNR que serve de suporte para a
enzima, procedeu-se a imobilizacdo enzimatica. O biossensor resultante, GOX/PNR/CNT,s/GCE
foi testado para a medicdo da glucose por amperometria aplicando um potencial de -0,30 V,
conforme [29] e numa solucéo de electrolito suporte NaPBS, pH 7,4.

O mecanismo de reaccdo estad apresentado na Figura 3.3, sendo o de competicdo entre a
regeneracdo do FAD e a reduccdo do H202, assim como proposto anteriormente [29]. A
regeneracdo do FAD no eléctrodo PNR/CNTos/GCE ocorre a um potencial menos negativo que
no eléctrodo de GCE. Isto deve-se a uma ligeira abertura da enzima quando é depositada sobre o

eléctrodo PNR/CNTos/GCE, que tem uma superficie mais rugosa e irregular, diminuindo a
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influéncia que a barreira proteica tem na transferéncia de carga, sendo mais facil a transferéncia

de electrdes entre o eléctrodo e a enzima [29].
Glucose Acido gltconico
FAD FADH,

I"zoz 0Z

Figura 3.3 - Mecanismo de funcionamento do biossensor GOx/PNR/CNT,s/GCE.

Na Figura 3.4 encontra-se a curva de calibracdo obtida por amperometria a potencial fixo
com o biossensor desenvolvido. Uma observacado geral é que a corrente de base apresenta valores
superiores aos observados para o biossensor GOx/GCE, assim como se verifica um grande
aumento do ruido eléctrico. Estas alteracGes devem-se a camada dos nanotubos em conjunto com
0 PNR, que leva a uma superficie rugosa, porosa e espessa. Deste modo, é provocado um aumento
da componente capacitiva da corrente gerada pelo polimero em contacto com os nanotubos e

maiores oscilacdes de corrente com agitagéo.
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Figura 3.4 - Curva de calibragdo do biossensor GOx/PNR/CNT,s/GCE obtida a -0,3 V experiencia
efectuada em NaPBS 0,1 M, pH 7,4 com adicdes regulares de 80 UM. Inserida no gréfico a resposta tipica
amperomeétrica.

O biossensor GOx/PNR/CNTos/GCE, apresenta uma gama linear de 80 a 480 uM,
observando-se efeitos da saturacdo da enzima para concentracfes mais elevadas. O limite de
deteccdo é de 22 UM e a sensibilidade é 22,3 nA puM* cm?. O desempenho deste biossensor é
melhor, comparado com o biossensor de glucose sem mediador.

Na Tabela 3.1 sdo apresentados os valores dos parametros analiticos que caracterizam 0s
biossensores desenvolvidos. Comparando os biossensores podemos observar que o biossensor sem
mediador apresenta um limite de deteccdo superior ao do biossensor de GOx/PNR/CNTos/GCE
por um factor de ® 2 e uma gama linear superior em 400 uM. No entanto, 0 biossensor
GOx/PNR/CNTos/GCE apresenta uma sensibilidade superior a do biossensor de GOx/GCE por
um factor de 10. Comparando os resultados, verificamos que a modificacao do eléctrodo GCE com
PNR/CNT induz um aumento de sensibilidade e uma diminuicdo do limite de deteccéo. Este efeito
é devido ao aumento da area electroactiva e do efeito electrocatalitico que a superficie de
PNR/CNT cria, acrescentando o facto de que o PNR melhora a transferéncia discreta entre a
superficie do eléctrodo e a enzima para a regeneracéo do FAD.

A diminuicdo da gama linear no caso do GOx/PNR/CNTos/GCE pode ser explicada da
seguinte forma. A polimerizagdo sobre os nanotubos resulta numa diminuicdo da resisténcia e

aumento da constante de velocidade de transferéncia de carga comparado com eléctrodo de
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carbono. Do estudo de impedancia em [29], verifica-se que a polimerizacdo sobre 0s nanotubos
cria uma superficie mais porosa, com um aumento da capacitancia por formacéo de 2 camadas
distintas, que desta forma provoca um aumento da sensibilidade e diminuicdo do limite de
deteccdo. A morfologia da superficie pode induzir uma gama linear mais pequena, pois a
imobilizacdo da enzima sobre uma superficie irregular e porosa deste género pode levar a um certo

grau de desactivacao da enzima.

Tabela 3.1 - Parametros analiticos dos biossensores de glucose desenvolvidos neste trabalho
e comparacao com a literatura.

Biossensor Potencial Gamalinear LOD  Sensibilidade Ref.
Volts (V) (mM) (uUM)  nA pM*tcm?

GOx/GCE -0,40 0,08-0,96 46 2,34 Este trabalho
(SCE)

GOx/PNR/MWCNT/GCE -0,30 0,08-0,48 22 22,3 Este trabalho
(SCE)

GOx/CoHCF/CFE 0,00 0,010-0,030 1,9 6,4 [19]
(SCE)

GOx/PNR/MWCNT/GCE -0,30 até 1,6 17 30,4 [29]
(SCE)

GOx/Fc/GCE +0,25 até 2,7 66 0,25 [47]
(SCE)

GOXx/MWCNT/GCE -0,44 6,3-20,09 - 2,47 [48]

(Ag/AgCl)

GOx/Nafion-SWCNH/GCE +0,30 0,0-6,0 6,0 15,1 [49]

(+FCMCA em tampéo) (Ag/AgCl)

GOx/Nafion/ERGO- +0,35 0,01-6,5 4,7 27,2 [50]

MWCNT/GCE (Ag/AgCI)

(+FCMCA em tampdo)

GOx/Nafion-MWCNT/GCE +0,70 0,05-1,10 9,3 9,43 [51]
(SCE)

GOx-glucose oxidase; PNR-poli(vermelho neutro); Fc-ferroceno; CoHCF-hexacianoferrato de cobalto; FCMCA-
acido carboxilico de ferroceno; MWCNT-nanotubos de carbono de paredes maltiplas; SWCNH-nanocornos de
carbono de parede Unica; ERGO-6xido de grafeno reduzido electroquimicamente; GCE -eléctrodo de carbono vitreo;
CFE-eléctrodo de filme de carbono
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Comparando os biossensores da literatura apresentados na Tabela 3.1 verificamos que estes
operam a potenciais diferentes em func¢do do mediador redox utilizado e alguns nédo utilizam
mediador. A potenciais muito baixos, proximo de 0,0 V, os hexacianoferratos [19] actuam
principalmente na reducédo do peroxido de hidrogénio que resulta da reac¢do enzimatica. No caso
do ferroceno [47,49,50] ocorre a difusdo do iao ferroceno entre o transdutor e a enzima e a
oxidacdo do perdxido a potencial positivo. Quando nédo se utiliza mediador [51] h& a oxidacao de
H>O> a potencial altamente positivo. Ha ainda os biossensores que operam a potenciais negativos
[29,48], referentes a um mecanismo semelhante aos biossensores desenvolvidos aqui, com um
ciclo reacional como o que esta apresentado na figura 3.3.

Existe somente dois biossensores [29,50] com sensibilidade superior ao biossensor
GOx/PNR/CNTos/GCE desenvolvido neste trabalho, sendo que em [50] utiliza-se um compdsito
incluindo éxido de grafeno reduzido junto com os nanotubos de carbono, o que leva ao aumento
da transferéncia de carga. Este biossensor apresenta ainda um limite de deteccdo inferior e uma
gama linear mais larga de que o biossensor GOx/PNR/CNTos/GCE. Relativamente ao biossensor
GOx/PNR/CNTo5/GCE construido em [29], este é semelhante ao biossensor desenvolvido aqui,
no entanto a solucdo de enzima ndo foi a mesma, o que leva a um desempenho ligeiramente
diferente.

Os outros biossensores apresentam todos sensibilidades muito mais baixas, no entanto os
seus limites de deteccdo sdo sempre inferiores aos obtidos neste estudo, excepto o biossensor
GOx/Fc/GCE [47] porque existe um lixiviamento do mediador na sua forma oxidada devido a sua
elevada solubilidade. No caso do biossensor com CoHCF [19], o limite de deteccdo é o0 mais baixo
de todos, e a gama linear € a mais curta de todas devido provavelmente a reducdo do peréxido no
interior da cavidade do CoHCF que provoca uma diminuicdo da estabilidade da estrutura cristalina

do composto.
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3.2.Biossensores de lactato

O lactato ¢ um metabolito de grande relevancia em amostras bioldgicas. A monitorizacéo e
determinacéo deste composto € utilizada como forma de diagnostico e controlo clinico e como
indicador de qualidade alimentar. Por isso existe um grande interesse no desenvolvimento de
instrumentos analiticos que facilitem esta tarefa e que permitam executa-la de forma econdémica,
rapida e fiavel como um biossensor.

O lactato é formado na oxidacdo anaerdbica da glucose nestas condicbes de baixa
concentracdo de oxigénio ha um aumento da producéo de lactato, elevando o pH do meio podendo
ocorrer a acidose lactica. Na presenca de oxigénio, a enzima lactato oxidase oxida o lactato a
piruvato, preservando a homeostase desta via metabdlica. Esta enzima é uma flavoproteina
globular com um FMN no seu centro activo, o papel deste cofactor sendo mediar a oxidacdo do
lactato, através da reducdo do oxigénio a peroxido de hidrogénio.

No seguimento do que foi feito com o biossensor de glucose, foi desenvolvido um biossensor
de lactato com a enzima lactato oxidase como elemento de reconhecimento, sendo a reaccao

catalisada pela LOXx a seguinte:

LOx
H—C——OH + 02 e H202 +

3.2.1. Biossensor de lactato sem mediador

O biossensor de lactato foi construido imobilizando a enzima lactato oxidase sobre um
eléctrodo de carbono vitreo por reticulagdo com glutaraldeido. A resposta amperométrica foi
testada numa solucéo de electrolito NaPBS pH 7,4 com agitacédo constante, aplicando um potencial
de -0.4 V vs. SCE. A curva de calibragdo esta apresentada na Figura 3.5.

O biossensor apresenta uma resposta linear com o aumento da concentragéo de lactato de 80

até 560 M, a partir de que a variagédo da corrente diminui, um indicio da saturacdo da enzima. O
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ajuste linear aos pontos da recta permitiu calcular os pardmetros analiticos do desempenho do
biossensor. O limite de deteccdo obtido foi de 14,4 uM, com uma sensibilidade de 1,12 nA pM*

cm. Os parametros referentes a este biossensor encontram-se apresentados na Tabela 3.2.
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Figura 3.5 - Curva de calibracdo do lactato para o biossensor Nafion/LOx/GCE experiéncia efectuada em
NaPBS 0,1 M, pH 7,4 a-0,4 V vs SCE com adigdes regulares de 80 uM

3.2.2. Biossensor de lactato com Fc/CNT

A semelhanca da metodologia que foi utilizada no desenvolvimento do biossensor de
glucose, foi testado o efeito dos nanotubos e de um mediador na resposta do biossensor. O
mediador escolhido para este sistema foi o ferroceno.

Foram modificados dois eléctrodos de carbono vitreo com nanotubos de carbono 0,5 %.
Num deles foi depois depositada uma gota de solucdo de ferroceno. Em seguida, nos dois
eléctrodos imobilizou-se a enzima e apds essa uma camada de Nafion para minimizar a perda de
ferroceno que é muito instavel no eléctrodo.

Os biossensores resultantes Nafion/LOX/FC/CNTos/GCE e Nafion/LOx/ CNTos/GCE foram
submetidos a um estudo de variacdo de potencial para averiguar qual o melhor valor para ser
aplicado na amperometria a potencial fixo. Este estudo consistiu na adi¢cdo de 480 uM de lactato,
variando o potencial aplicado numa janela de -0,4 a +0,4 V. A corrente de resposta foi registada e
construiu-se um grafico da corrente em funcdo do valor do potencial, este grafico encontra-se

apresentado na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Grafico de variagdo da corrente em fungéo do potencial aplicado para uma adigéo de
480 uM lactato para os biossensores Nafion/LOx/CNTs/GCE e Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE,
experiéncias efectuadas em NaPBS 0,1 M, pH 7,4.

O eléctrodo com ferroceno apresenta correntes mais altas em todos os potenciais estudados
0 que sugere que o ferroceno aumenta a capacidade electrocatalitica do sistema. Este
comportamento pode ser explicado também com o efeito sinérgico entre os nanotubos e o
ferroceno que leva a um aumento da area electroactiva do eléctrodo modificado. A grande
diferenca ao potencial de +0,3 V deve-se ao facto de que neste potencial ocorre a oxidagdo do
ferroceno a ferrocineo. A resposta é mais elevada para potenciais negativos, onde se pressupde
existir uma reaccdo competitiva entre a regeneracdo do FMN e a reducdo do perdéxido de
hidrogénio, semelhante ao que acontece no biossensor com glucose oxidase. O esquema de
funcionamento do biossensor esta apresentado na Figura 3.7. O potencial escolhido para o estudo
de amperometria foi de -0,1 V. A escolha foi devido a sua proximidade de 0,0 V; a vantagem de
utilizar este potencial é a diminuicao da possibilidade de ocorrer reacgdo de espécies interferentes.

Em seguida, o biossensor que apresentou melhor resposta para 0 lactato,
Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE foi testado por amperometria a um potencial de -0,1 V numa solu¢éo

de NaPBS pH 7,4, com agitagdo constante para avaliar os parametros analiticos.
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Figura 3.7 - Mecanismo de funcionamento do biossensor LOx/FC/CNT,s/GCE.
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Figura 3.8 - Curva de calibracdo do biossensor Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE experiéncia efectuada em
NaPBS 0,1 M pH 7,4 a-0,1 V vs. SCE com adic¢6es regulares de 80 uM.
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Na figura 3.8 estd representada a curva de calibragdo para o0 biossensor
Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE a um potencial de -0,1 V. O desempenho do biossensor foi avaliado
pelos parametros analiticos que foram calculados do ajuste e estdo apresentados na Tabela 3.2.

Observamos que o biossensor Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE teve melhor desempenho de que
Nafion/LOx/GCE, apresentando uma sensibilidade superior por um factor de aproximadamente 2.
A utilizacdo do ferroceno permitiu que o biossensor fosse utilizado a um potencial menos negativo,
-0,1 V, comparado com -0,4 V que se utilizou no biossensor sem mediador. A introducdo dos
nanotubos e do ferroceno levou a uma extensdo da gama linear que juntamente com o efeito do
Nafion causam uma extenséo da linearidade de resposta pelo efeito membranar que o polimero

exerce no biossensor, assim como a diminuigéo do limite de deteccéo [48].

Tabela 3.2 - Parametros analiticos dos biossensores de lactato desenvolvidos neste trabalho
e comparacao com a literatura.

Biossensor Potencial Gama LOD Sensibilidade Ref.
Volts (V)  linear  (UM) nA uM* cm?
(mM)
Nafion/LOx/GCE -0,40 0,08- 14,4 1,12 Este
(SCE) 0,56 trabalho
Nafion/LOx/Fc/MWCNT,s/GCE -0,10 0,08- 8,8 2,45 Este
(SCE) 0,80 trabalho
LOx/tG/PB/AUE -0,05 0,01- - 70,0 [52]
(Ag/AgCl) 0,09
LOX/CNT/PVI-Os/AuE +0,30 até 1,0 5,0 19,7 [53]
(Ag/AgCl)
LOX/MWCNT/CuNP/PANI/PGE +0,28 0,001- 0,25 - [54]
(Ag/AgCl) 2,5
Nafion/LOx/PB/GCE -0,05 até0,80 0,7 35,7 [55]
(Ag/AgCl)
LOX/N-CNT/GCE +0,23 0,014- 4,1 0,04 [56]

(Hg/Hg.SOs) 0,325

LOx-lactate oxidase; Fc-ferroceno; tG-tiol grafen; PB-azul de Prussia; PVI-poli(vinil imidazol); CuNP-nanoparticulas
de cobre; PANI-poli(anilina); GCE-eléctrodo de carbono vitreo; AuE-eléctrodo de ouro; PGE-eléctrodo de lapis de
grafite
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Comparando o biossensor desenvolvido Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE com os exemplos
retirados da literatura, observa-se que a sensibilidade deste biossensor € inferior & dos exemplos
da retirados da literatura, exceptuando um dos exemplos, LOX/N-CNT/GCE, cuja sensibilidade é
mais baixa factor de 6 [56]. Em relacdo a gama linear existe semelhancas, contudo ha dois
biossensores com limites superiores [53,54], ambos operando a potenciais positivos. De realcar
que o biossensor LOx/tG/PB/AUE exibiu uma resposta linear até um limite superior 9 vezes mais
baixo que o desenvolvido aqui o que pode justificar a elevada sensibilidade. Os limites de deteccao
sdo0 comparaveis ou mais baixos de que os conseguidos neste trabalho. A vantagem que o
biossensor Nafion/LOx/Fc/CNTos/GCE apresenta sobre a maioria destes biossensores é o baixo
potencial aplicado, o que faz reduzir consideravelmente a resposta de possiveis interferentes; no

entanto tem consequéncias na diminuicao da resposta.

3.3. Biossensores de piruvato

O piruvato € a base conjugada do &acido piravico que é formado no ciclo de glicélise e pode
ser metabolizado por trés vias metabolicas distintas, nomeadamente, o ciclo do &cido citrico a
fermentacdo homolactica e a fermentag&o alcodlica. Para iniciar o ciclo do &cido citrico, ocorre a
oxidacdo do piruvato a Acetil-CoA, CO2 e NADH pela enzima piruvato desidrogenase; a Acetil-
CoA entra entdo no ciclo originando varias moléculas de NADH e FADH: que serdo necessarias
para a fosforilagdo oxidativa. Todas estas reac¢cdes ocorrem na mitocondria em seres eucariotas ou
no citoplasma dos procariotas.

Devido ao seu papel metabdlico, o piruvato € um composto que tem interesse analitico. A
sua determinacdo de forma eficiente e barata pode conduzir a novas formas de controlo e anélise
de foro clinico e na seguranca alimentar. Para o desenvolvimento e construgdo dos biossensores
de piruvato neste trabalho utilizou-se a enzima piruvato oxidase (PyOx) que catalisa a reaccao de
oxidacdo do piruvato a acetilfosfato. Para ocorrer a reac¢do, o0 meio deve estar saturado de oxigénio
e fosfato. Esta enzima também é utilizada para biossensores para a determinacao de fosfato quando
meio se encontra saturado de piruvato.

Nesta seccdo sera apresentado um estudo detalhado dos biossensores de piruvato, onde sera
avaliado o efeito do pH, da percentagem da dispersdo dos nanotubos, o efeito da composi¢do da

solucdo tampado, o efeito da concentracdo de cofactores enzimaticos, o efeito do mediador e do
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potencial aplicado. Todos os procedimentos laboratoriais foram executados em conformidade com
as descricdes feitas no capitulo experimental deste trabalho.

3.3.1. Biossensor de piruvato sem mediador

A semelhanga do que foi feito nos biossensores de glucose e lactato, desenvolveu-se um
biossensor para piruvato que consiste na simples imobilizacdo da enzima piruvato oxidase sobre a
superficie de um eléctrodo de carbono vitreo e realizou-se um ensaio amperométrico a
+0,65 V para promover a oxidagdo do perdxido de hidrogénio resultante da reac¢do de oxidagéo
do piruvato. A curva de calibracéo correspondente esta representada na Figura 3.9.

Esta curva apresenta um comportamento tipico da cinética do tipo Michaelis-Menten, onde
se observa a saturacao da enzima por volta dos 560 pM. A gama linear do biossensor é de 80-560

1M, com uma sensibilidade de 0,462 nA pM e um limite de detecgdo de 7,9 pM.
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Figura 3.9 - Curva de calibragdo de piruvato do biossensor PyOx/GCE experiéncia efectuada em
NaPBS 0,1 M, pH 7,0 com [Mg*] = [TPP]= 1mM, a potencial +0,65 V vs. SCE, com adic¢des regulares
de 80 uM.
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3.3.2. Biossensor de piruvato com CNT

Para melhorar os resultados obtidos anteriormente investigou-se o efeito da imobilizacao da
enzima sobre uma camada de nanotubos, tendo sido efectuado um estudo de optimizacéo de varios

parametros que sera apresentado a seguir.

3.3.2.1. Efeito da concentragido da dispersio de CNT

Os nanotubos de carbono sdo muito utilizados como material de eléctrodo em biossensores
electroquimicos devido as suas propriedades eléctricas e mecanicas que trazem muitas vantagens
como descrito no Capitulo 1. Para verificar o efeito dos CNT foram registados uns voltamogramas
ciclicos num eléctrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono com 3
concentrages diferentes 0,2 0,5 e 1,0 % (m/v). O electrolito de suporte utilizado foi tampao fosfato
0,1 M. Os voltamogramas encontram-se apresentados na Figura 3.10 e foram executados com uma

velocidade de varrimento de 50 mV s numa janela de potencial entre — 0,5 € 0,5 V vs. SCE.
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Figura 3.10 - Voltamogramas ciclicos dos eléctrodos CNT/GCE com diferentes concentragdes de
dispersdo de CNT: 0,2 (preto), 0,5 (azul) e 1,0 % (vermelho), velocidade de varrimento de 50 mVs™?,
experiéncias efectuadas em NaPBS 0,1 M pH 7,0.
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A Figura 3.10 mostra que com o aumento da quantidade de nanotubos, aumenta o valor da
corrente capacitiva no sentido indicado pela seta. Este aumento dos valores das correntes deve-se
ao aumento da area da superficie devido aos nanotubos. A superficie dos nanotubos permite que
sejam adsorvidos um maior nimero de especies idnicas e moléculas de solvente criando uma
regido interfacial de maior capacitancia e uma corrente capacitiva superior de que o eléctrodo
suporte de carbono vitreo [45].

Prepararam-se trés biossensores para piruvato, imobilizando a PyOx por cima dos CNT com
varias concentragdes de dis: PyOX/CNTo2/GCE, PyOx/CNTos/GCE e PyOx/CNT10/GCE. Estes
biossensores foram avaliados para a determinagédo de piruvato por amperometria a potencial fixo
com o objectivo de avaliar o0 seu impacto na sensibilidade da resposta e no limite de deteccdo do
biossensor. As curvas de calibracdo foram construidas com adigdes sucessivas de 25 UM de

piruvato, aplicando um potencial de +0,5 V.
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Figura 3.11 - Curvas de calibracdo para piruvato nos biossensores com diferentes concentracfes de
dispersdo CNT: 0,2 % (preto), 0,5 % (azul) e 1,0 % (vermelho), +0,5 V vs. SCE, experiéncias efectuadas
em NaPBS 0,1 M pH 7,0 com [Mg?*] = [TPP]= 1mM.

Na Figura 3.11 estdo representadas as curvas de calibracéo dos trés biossensores de piruvato

com eléctrodos modificados com nanotubos de carbono e na Tabela 3.3 estdo os valores dos
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parametros analiticos obtidos das curvas. Observamos que as gamas lineares dos biossensores sao
muito semelhantes, mas a curva com maior declive € do biossensor com concentragdo de dispersdo
nanotubos de 0,5 %, indicando que com esta concentracdo de nanotubos o biossensor apresenta
uma sensibilidade ao piruvato superior as concentraces de 0,2 e 1,0 % por um factor de
aproximadamente 2 e 5, respectivamente. Ao mesmo tempo, o biossensor PyOx/CNTos/GCE
exibiu o limite de deteccdo mais baixo, o que leva a concluir que esta configuracdo € a mais

adequada para a determinacéo de piruvato.

Tabela 3.3 - Valores dos pardmetros analiticos dos biossensores PyOx/CNT/GCE
com diferentes concentragdes de dispersao de CNT.

Biossensor Gama linear LOD Sensibilidade
/ UM [ UM / nA pM1
PyOx/CNTo/GCE 25-375 4,6 0,12
PyOx/CNTos/GCE 25-450 3,8 0,20
PyOx/CNT1,0/GCE 25-425 55 0,04

3.3.2.2. Efeito do potencial aplicado

Com os resultados obtidos do estudo do efeito da concentracéo de nanotubos, escolheu-se a
concentracdo de 0,5 % para prosseguir com o desenvolvimento do biossensor. Até entéo todos o0s
ensaios com CNT foram efectuados a um potencial de +0,5 V. Para investigar a possivel utilizacdo
de um potencial mais préximo de 0,0 V para minimizar a influéncia de interferentes na corrente
observada, procedeu-se a um estudo de potencial aplicado utilizando o biossensor
PyOx/CNTos/GCE.
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Figura 3.12 - Variacdo da corrente com o potencial aplicado no biossensor PyOx/CNTos/GCE, a corrente
registada diz respeito a uma Unica adicao de 500 UM, experiéncias efectuadas em NaPBS 0,1 M pH 7,0
com [Mg?*] = [TPP]= 1mM.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 3.12. Observa-se que a corrente mais
elevada corresponde ao potencial de +0,5 V. Para os pontos que se encontram entre 0,5e 0,1 V,
verifica-se que com a diminuicdo do potencial aplicado, a corrente também diminui. Nos
potenciais entre 0,1 e -0,2 V verifica-se um novo pequeno aumento da corrente, de - 0,2 a-0,6 V
a corrente volta a decrescer. Nos potenciais positivos ocorre a oxidagdo do perdxido de hidrogénio
e com a diminuicdo do potencial este processo torna-se menos eficiente, a potenciais negativos
ocorre a regeneracdo do FAD e reduccdo do perdxido de hidrogénio. A soma das correntes
catddicas e anddica em potenciais negativos provoca um decréscimo na intensidade de corrente

devido a ocorréncia das reac¢des em regime competitivo.

3.3.2.3. Efeito da imobilizacao do FAD

A enzima piruvato oxidase € uma enzima tetramérica e necessita de trés cofactores para
manter a sua actividade, nomeadamente tiamina pirofosfato (TPP-thiamine pyrophosphate), Mg?*
e FAD. Os cofactores TPP e Mg?* sdo necessarios para a estabilidade da estrutura terciaria e para

a reactividade do centro activo da enzima. O cofactor FAD é essencial para a actividade da enzima,
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servindo como dador/aceitador de hidrogénio nas reac¢des de oxidacao/reducdo. Devido a esta
exigéncia e tendo em conta o trabalho efectuado em [5], decidiu-se avaliar o efeito da imobilizacdo
do cofactor FAD na camada enzimatica.

O principal objectivo da investigacdo deste factor € o de avaliar a diferenca na resposta do
biossensor quando o cofactor se encontra imobilizado na camada enzimatica ou estd presente na
solucdo de electrolito suporte. Para efectuar esse estudo, utilizaram-se dois biossensores com CNT
e PyOx que diferiam entre eles pelo facto de um ter o FAD junto com a enzima, PyOx/CNTos/GCE
e PyOx/FAD/CNTos/GCE. Realizaram-se ensaios amperométricos nas mesmas condigdes de
potencial aplicado e solugdo tampao utilizada. No entanto, num dos casos, PyOx/CNTos/GCE, o
FAD foi adicionado a solucéo de electrolito suporte.

® PyOx/CNT, FAD Imobilizado
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Figura 3.13 - Curvas de calibracdo de biossensores PyOx/CNTos/GCE com FAD imobilizado e em
solucdo. Experiéncias efectuadas em NaPBS 0,1 M pH 7,0. [Mg?*] = [TPP]= 1mM a potencial + 0,4 V,
com adi¢Bes successivas de 25 UM de piruvato.

Na figura 3.13 estdo representadas as curvas de calibragdo para os dois biossensores e 0s
valores dos parametros obtidos destas curvas estdo indicados na Tabela 3.4.

Verificou-se que a imobilizagdo do FAD provoca um aumento da sensibilidade do
biossensor assim como uma diminui¢do do limite de deteccdo. Esta melhoria deve-se a limitacdo

do gasto do cofactor, uma vez que a utilizagdo continua do biossensor consome uma parte do FAD
54



que a enzima possui no seu centro activo perdendo alguma da sua actividade. Com a imobilizagao
do FAD, este efeito esté a ser reduzido. Com estes resultados fica demonstrada que a imobilizacéo
do FAD ¢é uma metodologia atil para melhorar a capacidade de resposta dos biossensores de

piruvato.

Tabela 3.4 - Valores dos parametros analiticos dos biossensores PyOx/CNTos/GCE com FAD
imobilizado na camada enzimatica ou em solucéo.

Biossensor Gama linear LOD Sensibilidade
/ UM /uM / nA uM?

PyOx/FAD/CNTo5/GCE 25-450 2,5 0,127

PyOx/FAD/CNTo5/GCE 25-300 3,4 0,054

(FAD na solucdo)

3.3.2.4. Efeito da solugcao tampao e dos cofactores

A reaccdo que a enzima piruvato oxidase promove é a oxidagdo de piruvato a acetilfosfato,
no decorrer da reac¢do o consumo de piruvato é estequiometricamente equivalente ao consumo de

fosfato como esta abaixo ilustrado:

O
O CH3 (|)' O_ //
PyOx ‘ c
v o=p—o0 +0, X% o p o7 N\, +H0,+CO,

o) o o o

Devido ao papel do ido fosfato na reaccdo decidiu-se testar a viabilidade do biossensor de
piruvato em condicBes em que a concentracdo de fosfato do meio seja baixa, para verificar a
capacidade de resposta do biossensor em matrizes que estejam fora do dominio bioquimico na
tentativa de poder utilizar o biossensor num maior nimero de aplicacdes. Para essa verificagéo,
efectuou-se um estudo com duas solugdes tampédo, uma de tampéo fosfato e outra de tampéo
trizma-HCI. Como a enzima necessita de dois cofactores no meio reaccional, foram alteradas as
concentragOes dos cofactores Mg?* e TPP para ambas as solugBes tampdo, com o objectivo de
verificar a dependéncia dos cofactores em cada solucao tampao.

Para avaliar o efeito da concentracdo dos cofactores enzimaticos Mg?* e TPP no desempenho

do biossensor de piruvato PyOx/FAD/CNTos/GCE, realizou-se um estudo inicial em tampéo
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fosfato, utilizando duas concentragdes de Mg?* e TPP, nomeadamente 0,5 e 1,0 mM para ambos.
A experiéncia consistiu em dois ensaios amperométricos mantendo todas as condicOes
experimentais constantes e variando as concentracdes dos cofactores. As curvas de calibracao
foram efectuadas a +0,4 V vs. SCE com agitacédo continua, as adi¢Ges de piruvato foram efectuadas
com um intervalo de tempo constante de 100 segundos para garantir o consumo de todo o analito.

Analisando as curvas de calibragdo, Figura 3.14, observa-se que a diminui¢do da
concentragéo de TPP e Mg?* provoca uma diminuico da sensibilidade do biossensor por um factor
0,66. Em relacéo aos limites de deteccao, observou-se que com a diminuicdo da concentracdo dos
cofactores hd um aumento do limite de deteccdo por um factor de 1,4.

A diminuicdo da concentracdo dos cofactores afecta a actividade da enzima porque o centro
activo necessita de Mg?* e de TPP para a transferéncia do fosfato, o metal coordena com TPP e
mantem-se ligado a estrutura da enzima desta forma. Junto do TPP encontra-se o FAD posicionado
para que a reacgdo ocorra em duas etapas distintas [40]. Por isso, a falta destes cofactores restringe
a actividade enzimatica e limita a extensdo da reaccdo, algo que se verifica quando comparamos
os resultados das duas curvas de calibracdo da Figura 3.14, onde a curva referente a concentracao
de 0,5 mM de cofactores tem um declive inferior a curva utilizando concentracdes de 1,0 mM,
sendo esta constatagdo um indicio do decréscimo da taxa de conversdo dos produtos da reaccéo
enzimatica por falta dos cofactores que suportam o mecanismo de descarboxilagdo do piruvato.

Como foi referido no inicio desta seccdo, a enzima piruvato oxidase converte o piruvato e
fosfato em acetilfosfato; o fosfato € um co-substrato da enzima e pode ser determinado alterando
0 meio de reaccdo. Assim, surge a necessidade de verificar o desempenho do biossensor na
deteccdo de piruvato numa solugdo com uma quantidade limitada de fosfato para verificar o limite
de resposta com essa restricdo. Por isso efectuou-se um estudo amperométrico do biossensor de
PyOx/FAD/CNTos/GCE em tampdo trizma-HCI com a mesma variagcdo da concentracdo dos

cofactores Mg?* e TPP utilizada em tamp&o fosfato.
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Figura 3.14 - Curvas de calibracdo de biossensor PyOx/FAD/CNTs/GCE em tampdo NaPBS 0,1 M

pH=7,0 com 0,5 mM (vermelho) e 1,0 mM (preto) de Mg?* e TPP, exepriencias efectuadas a +0,4 V, com
adicOes regulares de 25 pM.
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Figura 3.15 - Curvas de calibracdo de biossensor PyOx/FAD/CNTs/GCE em tampéo Trizma-HCL 0,1
M pH=7,0 com 0,5 mM (vermelho) e 1,0 mM (preto) de Mg?* e TPP, exepriencias efectuadas a +0,4 V,
com adic¢0es regulares de 25 uM.

Analisando os dados da Figura 3.15 observamos que as curvas tém uma tendéncia

semelhante, as gamas lineares sdo equivalentes. Contudo, a curva referente ao tampao trizma-HCI
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com a concentracdo de 0,5 mM de cofactores apresenta um declive ligeiramente inferior e um
limite de deteccdo superior. Comparativamente ao tampé&o fosfato, o efeito da diminuicdo da
concentracdo dos cofactores no tampdo trizma-HCIl é menos pronunciado excepto quando

avaliamos o limite da gama linear, que decresce para metade no tampao trizma-HCI.

Tabela 3.5 - Valores dos parametros analiticos dos biossensores PyOx/FAD/CNT/GCE com duas
concentracdes diferentes de cofactores adicionadas em solugdes tampao PBS e trizma-HCI.

Biossensor Tampdo [Mg®], [TPP] Gama linear LOD  Sensibilidade
(mM) (UM) (UM) nA uM*
PBS 0,5 25-500 7,5 0,39
PyOx/CNTos/GCE 1,0 25-500 5,2 0,59
trizma- 0,5 25-225 8,6 0,42
HCI 1,0 25-225 6,1 0,46

O tampdo trizma-HCI tem uma quantidade limitada de ides fosfato, sendo um anido do
tampé&o. A corrente de resposta ao piruvato atinge um limite de saturacao por volta dos 225 uM; a
menor influéncia da adi¢do de cofactores deve-se ao facto de a limitacéo de fosfato na solugéo néo
permitir que a enzima reaja com o piruvato por falta do seu co-substrato, diminuindo a sua
actividade e atingindo o ponto de saturacdo mais rapidamente de que em NaPBS.

A diferenca entre as concentracdes de cofactores no tampdo Trizma-HCI ndo altera
significativamente o desempenho do biossensor, como estd demonstrado na tabela 3.5, sendo
ambos os limites de deteccdo muito proximos e as suas gamas lineares iguais. A resposta linear
indica que até esse ponto existem ides fosfato disponiveis para completar a reacgdo
estequiométrica com o piruvato, desse ponto em diante, a quebra da linearidade da resposta indica
que essa quantidade decresce com cada adicdo que é efectuada, mas ndo varia significativamente
com a diminuic&o da concentragdo de TPP e Mg?* entre 0,5 mM e 1,0 mM.. Na eventualidade de
se inserir o0 biossensor numa matriz ndo-bioldgica com o intuito de determinar a concentracdo de
fosfato (p.ex. tratamentos de aguas e efluentes) este valor de concentracdo de 500 uM de piruvato
é uma boa referéncia para ser utilizado no tratamento da amostra, em que para aléem dos cofactores,
a adicdo de uma quantidade de piruvato igual ou semelhante a que foi utilizada neste estudo, € uma

condicdo necessaria para proceder & determinagédo de fosfato.
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3.3.3. Biossensor de piruvato com PB e CNT

O biossensor de PyOx/FAD/CNTos/GCE demonstrou ter um bom desempenho em todas as
experiéncias que foram realizadas mas o potencial aplicado continuou a ser uma fonte de
preocupacao, visto que +0,4 V € um potencial muito elevado e onde vérias espécies electroactivas
presentes em matrizes bioldgicas, tais como acido ascorbico e acido urico, podem interferir.

Para ultrapassar esta limitacdo, decidiu-se inserir um mediador sobre a camada de nanotubos
que permitisse diminuir o potencial operacional do biossensor e a0 mesmo tempo permitisse uma
maior selectividade na detec¢do do perdxido de hidrogénio que resulta da reac¢do enzimatica da
enzima piruvato oxidase.

O mediador escolhido foi o azul de Prussia que possui algumas caracteristicas que podem
ser exploradas para executar o papel de mediador com a enzima piruvato oxidase. O azul de Prissia
é um complexo hexacianoferrato de ferro com uma estrutura tridimensional ctbica com cavidades,
composto por ferro (I1) e ferro (I11) intercalados com outros metais alcalinos coordenados em
locais chave da rede tridimensional que estabilizam a estrutura do complexo.

Ultimamente tém vindo a ser desenvolvidos novos métodos de deposicao de azul de Prussia,
assim como novos métodos de sintese em diversas formas como compdsitos com nanotubos,

nanoparticulas entre outros [26-28].

3.3.3.1. Biossensor PyOx/PB/CNT

3.3.3.1.1. Deposigdo de azul de Prassia

Para realizar o estudo de aplicagdo do azul de Prassia no biossensor de
PyOx/FAD/CNTos/GCE depositou-se um filme de azul de Prassia sobre o eléctrodo modificado

com nanotubos de carbono por voltametria ciclica.
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Figura 3.16 — Electrodeposicéo de filme de azul de Prussia. VVoltamograma ciclico de deposicéo de azul
de Prissia sobre CNTos/GCE, velocidade de varrimento 50 mV s, K4[Fe(CN)s]* e Fe(Cl); 1,0 mM em
10 mM de HCI pH 1,5.

Na Figura 3.16 esta representado o voltamograma ciclico de electrodeposicdo de azul de
Prussia, efectuada sobre um eléctrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
0,5 %, mergulhado numa solugdo equimolar de Ka[Fe(CN)s]* e Fe(Cl)s com concentragdo de 1,0
mM para ferro (11) e ferro (I111) com 10 mM de HCI. O pH da solucdo é extremamente &cido,
apresentando um valor de cerca de 1,5. A janela de potencial definida estd compreendida entre 0,0
e 1,0 V, a velocidade de varrimento escolhida foi de 50 mV s [45].

Analisando o voltamograma da Figura 3.16, observa-se o crescimento continuou da corrente
com o aumento do nimero de varrimentos, indicando que a formagdo do filme é eficiente, mas
que o nimero de varrimentos poderia ser maior.

No entanto, devido ao pH da solucgdo, os nanotubos sofrem degradacao provavelmente pela
protonacdo dos nanotubos mesmo em zonas em que ndo existe carga localizada, como nos seus
grupos carboxilicos, causando um colapso da estrutura agregada da camada de nanotubos. Este
efeito do pH extremo da solucdo de azul de Prussia sobre 0s nanotubos levou a que se optimizasse
0 processo de electrodeposicao e dai a escolha do numero de ciclos ser 25, para minimizar o tempo
de contacto do eléctrodo na solucdo de PB, mas permitir a formacgdo de um filme coeso e com

espessura suficiente para promover a troca de electrées.

60



O potencial de separacéo dos picos anddico e catddico aumentou de 70 mV no primeiro ciclo
para 115 mV no 25°, indicando um afastamento da zona de reversibilidade devido a formagéao de

um filme espesso de PB [45]

3.3.3.1.2. Efeito de potencial aplicado

Apbs a deposicdo do mediador azul de Prussia sobre a camada dos nanotubos, imobilizou
enzima, PyOx e com o biossensor resultado, PyOx/FAD/PB/CNTs/GCE procedeu-se a um estudo
de potencial aplicado. A vantagem de reduzir o potencial aplicado esta relacionada com
diminuicdo da probabilidade de ocorréncia de interferéncias por parte de outras espécies
electroactivas que possam ser oxidadas ou reduzidas em simultaneo com o analito que se pretende
determinar, falseando o valor de corrente registado e afectando a validade das medidas do
biossensor.

Existe varias fontes bibliograficas [23-28] que se refererem a biossensores com PB como
mediador, aplicados na determinacdo de peroxido de hidrogénio. Decidiu-se escolher uma gama
de potenciais entre -0,2 e +0,3 V para efectuar a investigacao sobre o efeito do potencial aplicado.

Para efectuar a avaliacdo da resposta ao piruvato em funcao do potencial, foram efectuadas
adicdes de 100 uM para cada valor de potencial e registado o valor da corrente observada,

representando o valor de corrente em funcéo do potencial aplicado, Figura 3.17.
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Figura 3.17 —Variagéo da corrente correspondente a adigdes de 100 uM de piruvato em funccdo do
potencial aplicado no biossensor PyOx/FAD/PB/CNT,s/GCE. Experiéncias efectuadas em NaPBS 0,1 M
pH 7,0. [Mg?*] = [TPP]= 1mM.
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Analisando o grafico apresentado na Figura 3.17 observa-se que a corrente diminui com a
diminuicdo do potencial aplicado para potenciais negativos e volta a aumentar com o aumento do
potencial para potenciais positivos. Para potenciais negativos, a corrente observada diz respeito a
reducdo do peroxido de hidrogénio pelo azul de Prussia, os valores elevados da intensidade de
corrente devem-se a diminuicdo do efeito de barreira que auxiliam o mediador transferir os
electrdes para reduzir o peroxido de hidrogénio no interior da cavidade da estrutura cristalina do

azul de Prussia. A potenciais positivos, ocorre a oxidacao do peroxido de hidrogénio.

3.3.3.1.3. Estudo do efeito do pH

O efeito do pH na resposta de um biossensor € um parametro que deve ser aferido para testar
a viabilidade do dispositivo para a sua aplicabilidade no &mbito de analise clinica, ambiental ou
de controlo de qualidade alimentar. As exigéncias em termos das condigdes de pH s&o muito
diferentes e por isso efectuou-se um estudo de pH para o biossensor PyOx/FAD/PB/CNTos/GCE.
Devido a instabilidade da estrutura do mediador em valores de pH elevados e devido a gama de

pH acidico da enzima livre decidiu-se testar um intervalo de pH restringido entre 6,0 e 7,4.
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Figura 3.18 - Dependéncia de intensidade de corrente em fungéo do pH no biossensor
PyOx/FAD/PB/CNT,s/GCE. A corrente registada é referente a uma adi¢do 100 UM de piruvato,
experiéncias efectuadas em NaPBS [Mg?*] = [TPP]= 1mM a potencial + 0,3 V vs SCE.
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Os resultados apresentados na Figura 3.18 referem a ensaios amperométricos efectuados
com aplicacdo de um potencial de +0,3 VV com agitagdo continua, os valores de intensidade de
corrente sendo registados apds a adicdo de 100 uM de piruvato. A pH 6,0 a intensidade de corrente
¢ baixa, considerando-se uma condi¢do que limita a operacionalidade do biossensor, com o
aumento do valor do pH até 6,5, atinge-se um maximo de intensidade de corrente. Para pH 7,0 a
intensidade de corrente decresce significativamente e diminui mais para pH 7,4 embora esta
diminuicdo seja menos acentuada.

O pH optimo do piruvato oxidase livre encontra-se entre 6-6,5, uma vez que esta enzima
actua num ambiente acidico. Pelos resultados observados verifica-se que a enzima mantém as
propriedades nativas, ou seja, que o0 processo de imobilizacdo com glutaraldeido ndo altera a

estrutura nativa da enzima [57].

3.3.3.2. Biossensor PyOx/PB-QUIT-Np/CNT

Como observado anteriormente, os nanotubos de carbono sofrem uma grande degradacao
durante o processo de electrodeposicdo. Para contornar esta dificuldade sintetizaram-se umas
nanoparticulas de azul de Prussia com quitosana. O método de sintese utilizado foi retirado de
[46]. Esta metodologia foi escolhida devido a biocompatibilidade do quitosana, que aparenta ser
uma melhor escolha comparada aos polimeros tradicionais, como por exemplo o PDDA. Em
seguida imobilizou-se a enzima PyOx, como anteriormente.

Na figura 3.19 esta representada a curva de calibracdo do biossensor PyOx/FAD/PB-QUIT-
Np/CNTos/GCE efectuada numa solucdo electrélito de tampdo fosfato pH 7,0 com adicdes
sucessivas de 25 UM de piruvato a um potencial de +0,25 V. A experiéncia foi realizada com
agitacdo constante e todas as adi¢fes foram espacadas com um periodo de tempo suficientemente
grande para garantir que todo o piruvato era oxidado pela enzima. N&o foram adicionados Mg?* e
TPP a solugdo tampdo. O esquema de funcionamento do biossensor esta ilustrado na Figura 3.20.

Os resultados obtidos para este biossensor revelam uma resposta de maior sensibilidade
comparado com o biossensor com PB depositado por voltametria ciclica. Os parametros analiticos
calculados a partir do ajuste dos pontos da curva de calibragdo sdo um limite de detecgéo de 5,2

KM, uma sensibilidade 0,07053 nA pM™ e uma gama linear até 500 pUM.
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Figura 3.19 - Curva de calibracéo do biossensor PyOx/FAD/PB-QUIT-Np/CNT,s/GCE. Experiéncia
efectuada em NaPBS 0,1 M pH 7,0 a +0,25 V, com adigdes sucessivas de 25 pM.
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Figura 3.20 - Esquema reacional do biossensor de PyOx/FAD/PB-Quit-NPs/CNTs/GCE.
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Tabela 3.6 - Parametros analiticos do biossensor de piruvato PyOx/FAD/PB-QUIT-Np/CNT,s/GCE
e comparacdo com a literatura.

Biossensor Potencial Gamalinear LOD  Sensibilidade Ref.
Volts (V) (UM) (LM) (nA pMt
cm?)
PyOx/FAD/PB-Quit- +0,25 25-500 5,2 1,00 Este
NPs/CNTos/GCE (SCE) trabalho
PyOx/FAD/Fc/B-CD/AUE +0,6 2,67-66,7 057 7,5nApuM? [58]
(SCE) (area ndo
especificada)
PyOx/Os(bipy)2py-Cl/GCE +0,4 20-300 20 76 [59]
(Ag/AgCI)
PyOx/6-ACA/3-MPA/AUE +0,03 1,6-10,7 0,56 12,4 [60]

(+5,0 mM K3Fe(CN)s em tampao) (Ag/AgCI)

PyOx-piruvato oxidase; FAD-flavina adenina dinucleotideo; PB-Azul de Prussia; Quit-quitosana; Fc-ferroceno; B-
CD- ciclodextrina ; Os(bipy)2py-C I- [Osmium(2,2”-bipiridina), (4-{pirrol-1-hexil}piridina)Cl]; ACA-acido amino-
caproico; MPA-acido mercaptopropionico; GCE-eléctrodo de carbono vitreo; AuE-eléctrodo de ouro

Para efeitos de comparacdo com o biossensor desenvolvido neste trabalho, PyOx/FAD/PB-
Quit-NPs/CNTos/GCE nao foram encontrados muitos biossensores, sendo que existe relatos sobre
biossensores utilizando a enzima PyOx para determinacdo de fosfato e ainda alguns para
determinacdo de piruvato, mas que usam outras técnicas além da amperométria. Os biossensores
apresentados na Tabela 3.6 funcionam todos a potenciais positivos, referentes a oxidacdo do
peréxido de hidrogénio que resulta da reac¢do enzimatica. O biossensor PyOx/FAD/PB-Quit-
NPs/CNTos/GCE utiliza o potencial mais baixo de todos, excepto o [60], no entanto durante o
estudo de potencial comprovou-se que o biossensor desenvolvido com nanoparticulas de azul de
Prussia exibia resposta também a 0,0 V. Outra vantagem do biossensor PyOx/FAD/PB-Quit-
NPs/CNTos/GCE é que tem a gama linear a mais larga de todos. No entanto a sua sensibilidade
ndo é muito elevada e o seu limite de detecgdo ndo é dos mais baixos; mas de realgar que € um
factor de 4 mais baixo de que o do biossensor desenvolvido também num eléctrodo de carbono
vitreo utilizando osmio como mediador redox; os outros dois biossensores com limites de deteccéo
inferiores e semelhantes foram os dois preparados em superficies de eléctrodos de ouro.

Uma das metas em desenvolvimento de biossensores enzimaticos electroquimicos é de

serem capazes de funcionar sem adicdo de reagentes, os exemplos citados na Tabela 3.6 operam

65



sem adicdo de pelo menos dois cofactores enzimaticos, Mg?* e TPP, a excepcgdo de que o
PyOx/Os(bipy)-py-CI/GCE [59] admite utilisar estes cofactors para estabilisar a enzima, aquando néo
estiver a ser utilizada.

O biossensor PyOx/PB-Quit-NPs/CNTos/GCE desenvolvido neste trabalho actua na
auséncia de TPP e Mg?" num meio oxigenado, as nanoparticulas PB-Quit-NPs apresentam uma
superficie protegida por quitosana que, além de ser biocompativel, previne que ocorra agregacao
das nanoparticulas e por isso se dispersem sobre 0s nanotubos. A razdo pela qual o biossensor
PyOx/FAD/PB-Quit-NPs/CNTos/GCE apresenta actividade nestas condigdes deve-se a presenca
do FAD e ao efeito do polimero, quitosana, que devido a sua biocompatibilidade previne a perda
de TPP por formar uma superficie altamente biocompativel e mantendo a estrutura nativa da
enzima, 0s grupos acetilo da quitosana podem ainda formar ligagdes com o fosfato, dando
acetilfosfato que podera ser transferido para o centro activo da enzima uma vez que este se
encontra numa regido menos profunda do seu envélucro proteico. Existe ainda o efeito do azul de
Prissia que é um composto com grande apeténcia para oxidacdo de peroxido de hidrogénio,
quando se da a reaccao enzimatica liberta-se peréxido de hidrogénio da enzima para a solucéo. As
cavidades do azul de Prassia mantém-se nas nanoparticulas, assim como referrido em [46], estdo
livres de perdxido nesse instante, devido ao gradiente de concentracdo no interior das cavidades,

o peroxido difunde na direcgdo das nanoparticulas e é oxidado na sua superficie [46].
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Capitulo 4 Conclusées

Dos resultados obtidos nas experiencias efectuadas neste trabalho de investigacéo existem
conclus@es para todos os biossensores que foram desenvolvidos, através de modificagdo quimica
com nanotubos de carbono como base de suporte em todos os biossensores. A utilizacdo destes
eléctrodos com CNT no desenvolvimento de biossensores enzimaticos demonstrou ser vantajosa
comparativamente aos eléctrodos de carbono vitreo ndo modificados por se verificar uma melhoria
substancial de todos os parametros analiticos avaliados com excepc¢do das gamas lineares, que
diminuem devido a uma ligeira distor¢éo da estrutura da enzima com o aumento da rugosidade da
superficie. A utilizacdo dos nanotubos permitiu que as dete¢cbes amperométricas fossem efectuadas
a potenciais mais baixos do que os biossensores com eléctrodos de carbono vitreo sem CNT e
diminuir os limites de deteccdo. O método de imobilizacao por reticulagdo com glutaraldeido foi
uma escolha de sucesso devido ao impacto reduzido na estrutura da enzima como foi verificado
pelo estudo de pH e pelo desempenho global dos biossensores. A estrutura do mediador utilizado
no biossensor tem influéncia no seu desempenho devido a aplicacdo de um potencial inferior.

No caso do biossensor de glucose com poli(vermelho neutro), a camada polimérica sobre
a camada de nanotubos diminui a gama linear por aumentar a rugosidade da superficie, levando a
uma desactivacdo parcial da enzima, no entanto verificou-se um aumento da sensibilidade e uma
diminuicdo do limite de detec¢éo.

Para o biossensor de lactato com ferroceno e nanotubos a gama linear aumenta e verifica-
se uma diminuicdo do potencial e do limite de detec¢do, comparado com o biossensor sem
mediador, enquanto que o Nafion faz com que ndo hajam perdas do mediador para a solucéo.

O biossensor de piruvato com nanotubos e nanoparticulas de azul de Prassia protegido com
quitosana ndo sofre o efeito desactivador da superficie dos nanotubos, devido a presenca das
nanoparticulas entre os nanotubos com a camada polimérica de quitosana por este polimero ser
biocompativel. A imobilizagdo do FAD na camada enzimética permite que este biossensor
funcione sem adigdo dos restantes cofactores a solu¢do. As nanoparticulas de azul de Prassia foram
uma boa escolha de mediador pela capacidade de oxidacéo do perdxido de hidrogénio provocando

uma diminuig&o do limite de detecgéo.
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Perspectivas futuras

Futuramente deve ser avaliado com cuidado o efeito de espécies interferentes na resposta
de todos os biossensores, espécies como &cido ascorbico, &cido urico e dopamina estdo presentes
em abundancia em meios bioldgicos. Embora os biossensores enzimaticos estejam especificos,
podem existir alguns efeitos destes compostos que possam influenciar a resposta. A
reprodutibilidade é um dos parametros mais importantes dos biossensores e deve ser testado em
diferentes meios. A aplicacdo na determinagdo dos respectivos analitos com cada um dos
biossensores seria de igual modo necesséria.

Um estudo de impedancia electroquimica para cada biossensore apds cada etapa da sua
construcdo daria informacdo importante sobre as caracteristicas do conjunto e iria ajudar na
optimizacdo da arquitectura do biossensor. Seria possivel avaliar melhor o efeito que os
mediadores exercem no processo desencadeado pela reaccdo do biossensor e desta forma tirar
conclusdes mais aprofundadas sobe 0s processos em questao.

Para os biossensores de LOx e GOXx, deve ser realizado um estudo extenso das condigdes
de reaccdo como pH, potencial e solugdo tampdo. Podem ser efectuados estudos da imobilizagédo
enzimatica sobre os eléctrodos de GCE/CNT com o intuito de optimizar a imobilizagdo e avaliar
se existe algum método mais indicado para a imobilizacéo.

Relativamente ao biossensor de PyOx, é necessario proceder a analise das nanoparticulas
PB-QUIT-Np com objectivo de determinar com exactidao o seu diametro, composicao elementar
e morfologia com a utilizagdo de técnicas como microscopia electronica de transmisséo. Isto sera

muito importante para a optimizacao da arquitectura do biossensor.
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