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RESUMO

Neste trabalho, investigou-se a fabrica¢do e caracterizagdo de filmes ultrafinos de
poli(alilamina hidroclorada) PAH com as enzimas glicose oxidase (GOx) e invertase (INV)
no desenvolvimento de biossensores amperométricos para a deteccdo de glicose e sacarose.
Filmes nanoestruturados obtidos pela técnica layer-by-layer (LbL) possibilitaram estudar a
imobilizagdo de cada enzima juntamente com o polieletrélito, além de diversas arquiteturas
bienzimaticas mais complexas, em eletrodos modificados com Azul da Prassia, no
desenvolvimento do biossensor. O crescimento dos filmes produzidos foi acompanhado por
técnicas de espectroscopia UV-vis e fluorescéncia; além de técnicas eletroquimicas de
voltametria ciclica e amperometria na avaliagdo das propriedades e resposta do biossensor.
Por fim, investigou-se o aprimoramento do biossensor e analises qualitativas preliminares na

avaliacdo de bebidas comerciais.

Palavras-chave: glicose oxidase (GOx), invertase (INV), filmes nanoestruturados, biossensor
eletroquimico, glicose, sacarose.
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ABSTRACT

In this work, we investigated the fabrication and characterization of ultrathin films of
poly(allylamine hydrochloride) PAH and the enzymes glucose oxidase (GOx) and invertase
(INV) in the development of amperometric biosensors for glucose and sucrose detection.
Nanostructured films obtained by layer-by-layer (LbL) technique were able to study the
immobilization of each enzyme coupled with the polyelectrolyte, beyond different and more
complex bienzimatic architectures, in Prussian Blue modified electrodes, for the biosensor
development. The films’ growth was monitored by fluorescence and UV-vis spectroscopic
techniques; moreover electrochemical techniques such as cyclic voltammetry and
amperometry were used on the evaluation of biosensor properties and response. At last, we
investigated the biosensor improvement and qualitative initial analysis on the evaluation of

commercial beverages.

Keywords: glucose oxidase (GOx), invertase (INV), nanostructured films, eletrochemical
biosensor, glucose, sucrose.
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Apresentacio

Constantes revolugdes no cotidiano tém sido promovidas pelo incessante
desenvolvimento e miniaturizagdo da tecnologia, como celulares e computadores cada vez
menores ¢ mais funcionais. Entretanto, este tipo de tecnologia fundamentada em técnicas de
fabrica¢do do tipo fop-down“ encontra limitagdes em tal miniaturizagdo e adicionalmente
surge a necessidade do uso de novos materiais e técnicas [1].

Nanociéncia e nanotecnologia, muito difundidas atualmente, sdo as ciéncias e
tecnologias baseadas na escala de comprimento de nanometros. O prefixo “nano” vem do
grego e quer dizer essencialmente um bilionésimo de alguma coisa, logo estas envolvem
fendmenos que muitas vezes ndo ocorrem em outras escalas de tamanho, permitindo avangos
na ciéncia e tecnologia nunca antes vistos [2].

A pesquisa em nanoestruturas tem crescido constantemente em diversas areas e com
diferentes fins, tanto no estudo como na produ¢@o de novos materiais e novas tecnologias. A
nanofabricacdo, através de técnicas do tipo bottom-up”, surge como alternativa aos métodos
tradicionais de fop-down no desenvolvimento da tecnologia. Muitas destas estdo relacionadas
a fabricag@o de filmes ultrafinos, essencial para o desenvolvimento de diversos dispositivos,
como sensores e biossensores.

Este trabalho visa a produ¢do e caracterizagdo de filmes ultrafinos de enzimas e
polieletrolito no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para a detecg¢do de glicose e

sacarose em bebidas comerciais.

® Desenvolvimento de estruturas menores partindo de estruturas maiores.
by . . . . .
Utilizacdo de estruturas nanométricas no desenvolvimento de sistemas ligeiramente maiores.
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Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um biossensor eletroquimico
utilizando a técnica de LbL de fabrica¢do de filmes nanoestruturados para a deteccdo de
glicose e sacarose e possiveis aplicacdes em bebidas comerciais. Para isso os objetivos
especificos foram empregados:

o Identificar as principais caracteristicas e condi¢des de trabalho das enzimas
utilizadas (ponto isoelétrico, faixa de atividade, mecanismo de reacdo, etc.);

e Fabricar e caracterizar diferentes configuracdes de filmes nanoestruturados de
polieletrodlito e enzimas para o desenvolvimento do biossensor;

e Verificar a resposta do biossensor na determinag@o de glicose e sacarose para a

aplicacdo em bebidas comerciais.

Estrutura do trabalho

Este trabalho esta estruturado em cinco (5) capitulos. O primeiro capitulo proporciona
uma revisao bibliografica da literatura acerca dos principais conceitos envolvidos. O segundo
descreve as etapas experimentais para a fabricagdo, caracterizacdo e desenvolvimento dos
biossensores. A abordagem dos principais conceitos tedricos envolvidos acerca das técnicas
de caracterizagdo utilizadas € exibida no terceiro capitulo. O capitulo 4 apresenta os
resultados obtidos e a discussdo destes. Por fim, as conclusdes do trabalho sdo apresentadas

no capitulo cinco.
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Capitulo 1
1. Aspectos Tedricos

1.1. Filmes Layer-by-layer (LbL)

Filmes ultrafinos sdo estruturas nanométricas em duas dimensdes, cuja espessura pode
variar entre 10 e 1000 A, e que podem ser empregados em diversas aplica¢des, principalmente
em dispositivos eletronicos como sensores [3].

Virias estratégias para a preparagdo de filmes ultrafinos tém sido empregadas, como a
técnica de Langmuir-Blodgett (LB) e de automontagem de monocamadas ou self-assembled
monolayers (SAMs). Infelizmente, estas ndo sdo tuteis para todos os tipos de aplicagdes, uma
vez que o método LB requer instrumentacdo muito cara e ¢ mais aplicado para materiais
soliveis em solvente organico ndo misciveis em dgua, enquanto a técnica de SAM néo ¢
apropriada para a confec¢do de estruturas multicamadas [1].

Comparada aos métodos tradicionais, a técnica de producdo de filmes camada por
camada, do inglés layer-by-layer (LbL), ou conhecida ainda como automontagem, self-
assembly, permite a producdo de filmes ultrafinos multicamadas de diversos tipos de materiais
poliméricos, bioldgicos, metalicos, entre outros, de forma simples e barata.

A producdo de filmes LbL foi proposta pela primeira vez por Sagiv e anos mais tarde
aperfeicoada por Decher e colaboradores [3]. A técnica consiste na adsor¢do espontinea,
quimica ou fisica, de camadas nanométricas de materiais sobre a superficie de um suporte
solido (substrato) mediante a imersdo deste em diferentes solugdes de polieletrolitos,
nanoparticulas, DNA, enzimas, entre outros [3].

A técnica de automontagem (LbL) explora a estruturacio espontanea de moléculas sob

a influéncia de forcgas eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals [4].
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As Figuras 1A e 1B ilustram, esquematicamente, o mecanismo de fabricagdo do filme
LbL através da interagdo eletrostitica entre um polication e um polidnion e a estrutura
idealizada de um filme LbL contendo uma bicamada, respectivamente. O polieletrolito
anionico ¢ adsorvido sobre o substrato sélido de superficie positivamente carregada.

Apds a adsor¢do do polidnion (etapa 1) a rede de cargas da superficie torna-se
negativa. Em seguida, este substrato ¢ imerso em solu¢do de lavagem para a remocdo de
material fracamente adsorvido (etapa 2). Subsequentemente imerge-se o substrato em uma
solugc@o contendo o polieletrolito carregado positivamente (etapa 3) que gera uma nova rede
de cargas positivas na superficie, seguida da imersdo novamente em uma solugdo de lavagem
(etapa 4). Como resultado final, obtém-se uma bicamada de polieletrolitos sobre o substrato.
Este processo pode ser repetido possibilitando a fabricagdo de filmes com estruturas e

espessuras desejadas.

1) Polidnion
E—
2) Lavagem

&
£
]
o
E]
w

Figura 1: (A) Representagdo esquematica do processo de deposi¢cdo do filme LbL sobre um substrato
solido. As etapas 1 e 3 representam a adsor¢do dos polieletrolitos anidénico e catidnico,
respectivamente, e as etapas 2 ¢ 4 sdo os procedimento de lavagem. No fim da etapa 4 tem-se a
constru¢do de um filme do tipo (A/B)n. (B) Estrutura idealizada do filme LbL contendo as duas
primeiras etapas de adsor¢do dos polieletrdlitos. Figura extraida da referéncia [4].
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A ocorréncia ou n3o da formagdo do filme depende da neutralizagdo da carga
precedente pela adsor¢do de uma dada camada e subseqiiente forma¢do de uma nova, oposta e
suficientemente carregada.

Filmes nanoestruturados sdo altamente permedveis para pequenas moléculas e ions,
tornando um sistema apropriado para funcdes baseadas na interagdo entre biomoléculas
imobilizadas e substancias livres em solugao [5].

A simplicidade, versatilidade e robustez da técnica LbL, além da possibilidade do
emprego de diferentes biomoléculas, levaram a um crescente interesse dos grupos de pesquisa

nesta area, inclusive no desenvolvimento de biossensores.

1.2.Biossensores

Sensores quimicos sdo dispositivos compostos por duas partes basicas, um receptor,
onde ocorre um evento fisico-quimico cuja informagao ¢ transformada em um tipo de energia
a ser medida pelo transdutor, e o proprio transdutor. Este ultimo tem a fun¢do de converter a
energia proveniente dos fendmenos ocorridos no receptor em um sinal mensurdvel como
corrente, potencial, etc [6].

Os biossensores sdo um subgrupo dos sensores quimicos cujo receptor € um
componente bioldgico ativo, no qual um processo bioquimico ¢ a fonte do sinal analitico.
Dentre alguns componentes bioldgicos empregados em biossensores, tém-se células, tecidos,
bactérias, DNA, anticorpos, enzimas, etc [7,8,9,10,11].

A descrigdo sistematica de um biossensor inclui cinco caracteristicas: (1) o parametro
a ser detectado ou medido, (2) o principio de funcionamento do transdutor, (3) o modelo
fisico e quimico/bioquimico, (4) a aplicacdo e (5) a tecnologia e os materiais para a fabricacio

[12].
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O design de um biossensor ¢ amplamente dependente dos materiais escolhidos,
principio de operacdo do transdutor, pardmetros a serem detectados e ambiente de trabalho,
uma vez que estes se mostram participativos nas caracteristicas analiticas e desempenho do
biossensor [12]. Isto é evidenciado pela grande diferenciacdo nas caracteristicas reportadas de
biossensores baseados, por exemplo, na mesma enzima, mas que fazem uso de diferentes
transdutores, membranas e técnicas de imobilizag¢do [13].

Quanto ao tipo de transdug@o o sensor pode ser classificado como piezelétrico, Optico,
eletroquimico, calorimétrico, entre outros [11]. Todos estes tipos de biossensores apresentam
alguma desvantagem ou limitagdo. Os biossensores eletroquimicos superam a maioria das
desvantagens predominando sobre os demais [11].

A Figura 2 ilustra esquematicamente os componentes de um biossensor: a)
biorreceptor que interage especificamente com o analito, b) arquitetura de interface de
transdutores onde a molécula biologica interage com o analito gerando uma resposta, c)
circuito amplificador, d) processador, que trata o sinal convertendo-o em parametros fisicos

que podem ser lidos em um display (e).

j Elementos de um Biossensor
a I .7

Culturas Celulares

&
:»“‘.":ﬁ
Ty,

Dispositivos FET

Amostras de sangue, \ I
urina, saliva... -~ 1

s | Células + J
> N\ j‘ &

- Nanoparticulas

) .
Amostras de alimentos Anticorpos N
P —— x }
@ g ﬁ Eletrodos .

Amostras de ar, 4gua, Enzimas
solo, vegetagéo...

Eletrodos Interdigitados

Amostras Transdutores Sistema Eletrénico

Figura 2: Elementos e componentes de um tipico biossensor. Figura adaptada de Grieshaber e
colaboradores [6].
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Os biossensores sdo geralmente muito seletivos devido a possibilidade de se
adequarem a interagdes especificas de determinados compostos biologicos através da
imobilizacdo destes sobre a superficie de um eletrodo (sensor) [6]. Dentre as moléculas de
reconhecimento especifico muito utilizadas estdo as enzimas devido a sua alta especificidade
para com seus substratos [7,8,9].

Para explorar as interagdes especificas através do biorreconhecimento, a arquitetura da
superficie do sensor também deve suprimir qualquer interagdo ndo especifica. Inimeros
esforcos tém sido feitos para modificar superficies tornando-as capazes de eliminar qualquer
interagcdo com interferentes, como o uso de membranas, polimeros e mediadores [8,11,12,14].

Para caracterizar e avaliar a qualidade de um biossensor muitos pardmetros sdo usados
como, sensibilidade, seletividade e estabilidade [12].

Biossensores prometem baixo custo, rapidez de resposta e facilidade de operacao,
representando uma grande area da tecnologia emergente [11]. Aplicagdes tipicas de
biossensoriamento incluem o controle e monitoramento ambiental, emprego nas areas de
agricultura, industria de alimentos e farmacos, e andlises clinicas. Na literatura ¢ possivel
encontrar uma variedade de biossensores como o de glicose [15,16,17], sacarose
[18,19,20,21,22,23], frutose [24], colesterol [25], acido urico [26], acido fitico [27] entre

outros.

1.2.1. Biossensores Eletroquimicos

A classe mais utilizada de biossensores sdo os eletroquimicos [7]. Estes sdo
fundamentados no fato de que durante um processo bioquimico, espécies eletroquimicas sao
consumidas ou geradas produzindo um sinal mensuravel.

Um sistema de sensoriamento eletroquimico geralmente contém trés eletrodos, um

eletrodo de referéncia, um contra eletrodo e um eletrodo de trabalho. O composto a ser
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analisado reage na interface do eletrodo de trabalho com a solugdo, onde as cargas envolvidas
no processo sdo responsaveis pelo sinal.

Além de eletrodos, FETs sdo dispositivos mais complexos que também podem ser
usados em biossensores eletroquimicos, como dispositivos conhecidos como ENFET (enzyme
field-effect transistor) [12, 28].

Dependendo da propriedade eletroquimica a ser medida, os biossensores
eletroquimicos podem ser divididos em condutimétricos, potenciométricos € amperométricos.
Foquemo-nos aqui nos biossensores amperométricos, a mais difundida e numerosa classe de
dispositivos comercializados [7].

A funcionalidade de um biossensor amperométrico baseia-se na medida de corrente
elétrica, em fun¢do do tempo, quando o eletrodo ¢ mantido a um potencial apropriado e
constante. A mudanga da corrente registrada devido ao fluxo de elétrons proveniente do
processo redox sofrido pelo analito na superficie do eletrodo de trabalho ¢ proporcional a
quantidade de espécies eletro-reduzidas/oxidadas e, portanto, é proporcional a concentragdo
do préoprio analito. A Figura 3 ilustra os principios de operacdo de um biossensor

amperométrico [29].

= analito > = bioreceptor

d sinal = corrente

dutor

amostra
potencial aplicado

Figura 3: Representagdo esquematica do funcionamento de um biossensor amperométrico. Figura
extraida de [29].

A pesquisa no campo dos biossensores, e particularmente com transdutores

amperométricos, foi iniciada por Clark, em 1956, com o eletrodo de oxigénio. Baseado nestes
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experimentos, em conjunto com Lyons (1962), foi proposta a adi¢do de uma enzima, glicose
oxidase, no eletrodo, introduzindo pela primeira vez, o conceito de eletrodo enzimatico.
Updike and Hicks mais tarde em 1967, desenvolveram esta idéia e a aplicaram em um
biossensor com a enzima imobilizada, sendo também os primeiros a descrever um eletrodo
enzimatico especifico para glicose, porém, mais simples e estavel do que o eletrodo de Clark,
levando a subseqiiente comercializagdo de biossensores amperométricos com o avango da

tecnologia [7, 10].

1.2.2. Mecanismos de Transferéncia de carga em biossensores enzimaticos

Para compreendermos melhor os mecanismos de transferéncia de carga e as
propriedades dos biossensores eletroquimicos, vamos assumir uma reacdo de oxidagdo de um
substrato, catalisada enzimaticamente. Apos a catdlise, a enzima torna-se inativa (forma
reduzida) e sua regeneragdo sé é possivel mediante a transferéncia de elétrons entre seu sitio
ativo e o eletrodo [10]. Em biossensores amperométricos, o sinal obtido ¢ fruto desta
transferéncia de elétrons.

Desta discuss@o ¢ evidente que as caracteristicas especificas de um biossensor sdo
altamente dependentes da cinética deste processo de transferéncia, consequentemente, um
pré-requisito essencial para o desenvolvimento de dispositivos com alta sensibilidade e
resposta ¢ garantir uma transferéncia de elétrons eficaz entre o sitio ativo da enzima e o
eletrodo [10]. A primeira vista, 0 mecanismo mais facil de transferéncia de elétrons em um
biossensor seria a reciclagem eletroquimica direta da enzima na superficie do eletrodo,
envolvendo o mecanismo de tunelamento de elétrons (Figura 4) [10]. Entretanto, a camada
protéica que circunda o sitio ativo da enzima dificulta a transferéncia, tornando raro o

mecanismo de transferéncia de elétrons por tunelamento [8,10].
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distancia
de tunelamento

substrato produto

Figura 4: Transferéncia direta de elétron entre a enzima e o eletrodo via tunelamento. Figura extraida
da referéncia [10].

Na natureza, o sitio ativo de muitas enzimas € reciclado por um co-substrato
enzimatico livremente difusional, o oxigénio molecular. Em biossensores, a transferéncia de
elétrons pode tanto envolver O, quanto outros compostos conhecidos como mediadores, que
podem ser também livremente difusionais ou imobilizados na superficie de um eletrodo,
gerando uma grande variedade de opgdes no desenvolvimento de dispositivos. Desta forma,
os biossensores amperométricos podem ser divididos em trés classes principais ou geragoes:
os que ndo fazem uso de mediadores (primeira geragdo), aqueles que utilizam mediadores
(segunda geracdo), e os baseados na transferéncia direta de elétrons entre o sitio ativo da

enzima e o eletrodo (terceira geracdo) [7, 8].

1.2.2.1. Geracoes de Biossensores

Basicamente, biossensores eletroquimicos de primeira geragcdo sdo aqueles em que
compostos eletroativos sdo consumidos ou produzidos ao longo da reagdo. Neste caso tem-se
o consumo de O, e a producdo de H,O, muito comuns em biossensores contendo enzimas
oxidases [7]. Sensores deste tipo operam medindo o consumo de O, através de sua redugdo a
aproximadamente — 0,6 V, ou oxida¢do de HyO, a 0,7 V* sobre o eletrodo [7,11].

Como biossensores baseados em medidas da diminui¢do da concentragdo de O

possuem, geralmente, resposta mais lenta, ¢ a dependéncia do oxigénio do meio pode

“ Potencial em relagido a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl
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comprometer a reprodutibilidade do dispositivo, havendo na literatura uma preferéncia por
biossensores baseados no monitoramento de H,O,, que supera os problemas de resposta lenta,
mas necessita de altos potenciais de oxidagao [8].

Biossensores de primeira geragdo sofrem com altos potenciais de trabalho que
acarretam na oxidagdo de alguns interferentes muito comuns em amostras reais como acido
ascorbico, acido urico, entre outros, além de problemas de transporte das particulas do
sistema, como a difusdo do substrato até o sitio ativo da enzima e difusdo do O, ou H,O, até a
superficie do eletrodo para a transferéncia de elétron [7, 8].

Para a solugdo dos problemas de difusdo, a agitagdo ¢ frequentemente usada a fim de
tornar a camada difusional mais estreita, portanto diminuindo seus efeitos na resposta do
sensor, enquanto que os problemas relacionados aos interferentes podem ser contornados
utilizando membranas ou ainda biossensores de segunda geracdo [7].

Biossensores de segunda geragdo utilizam compostos geralmente de baixa massa
molecular (mediadores) e baixo potencial de oxidagdo para transferir elétrons entre a enzima e
o eletrodo de trabalho. Estes podem reoxidar o sitio ativo da enzima, oxidar ou reduzir um dos
produtos da reagdo enzimatica [30]. Como consequéncia hd diminuicdo do sobrepotencial,
possibilitando a aplica¢do de potenciais menores reduzindo a participagdo de interferentes [7,
30]. Alguns exemplos de mediadores incluem os ferrocenos e seus derivados, quinonas,
ftalocianinas, Azul da Prussia, entre outros [11, 30].

As caracteristicas de um mediador ideal sdo (1) capacidade de reagir rapidamente com
a forma reduzida da enzima ou com um dado produto da reagdo enzimatica, (2) deve exibir
cinética heterogénea e reversivel, (3) a voltagem aplicada ndo deve exceder o potencial de
reducdo do oxigénio, (4) deve possuir forma oxidada e reduzida estaveis, (5) a forma reduzida
do mediador ndo deve reagir com o oxigénio, (6) o mediador ndo deve ser influenciado pelo

pH e (7) ndo deve ser téxico [7,11].
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Mediadores podem tanto ser adicionados a solug¢do quanto imobilizados na superficie
de eletrodos, embora a primeira op¢do seja mais facil, esta ndo ¢ muito tecnoldgica [7].
Biossensores onde todos os materiais estdo imobilizados no eletrodo recebem o nome de
Reagentless Biosensors, uma vez que ndo ¢ necessaria a adi¢do de nenhum reagente e ao final
do processo ¢ possivel recuperar todo o sistema, sendo preferiveis em aplicagdes tecnologicas
[11].

Biossensores de terceira geragdo se baseiam na transferéncia direta de elétrons entre o
sitio ativo da enzima e o eletrodo, este fenomeno € frequentemente chamado de
bioeletrocatdlise. A transferéncia direta de elétrons é muito dependente da natureza do
componente bioldgico (somente um grupo reduzido de enzimas apresenta essa propriedade,
como por exemplo, a peroxidase) e da distancia e orientagdo entre o sitio ativo da enzima e o

eletrodo [7, 14].

1.2.3. Biossensores Comerciais

Biossensores amperométricos tém a vantagem de serem altamente sensiveis,
apresentarem respostas rapidas, facilidade de manuseio e baixo custo, representando a classe
de biossensores comercializados mais bem sucedida [7,11].

Os trabalhos de Clark e Lyons (1962), Updike e Hicks (1967), entre outros,
impulsionaram o desenvolvimento da area de biossensores, refletindo na producdo de diversos
dispositivos comerciais [31].

O primeiro biossensor enzimatico de glicose, foi desenvolvido pela Yellow Spring
Instrument Company levando ao lancamento comercial em 1975 [7]. Desde entdo, varias
formas de biossensores para glicose e outros analitos foram desenvolvidas.

Hoje a YSI produz o YSI 2300 Starplus Analyzer para a andlise de glicose em soro e

plasma. Vinte e cinco microlitros de amostra sdo requeridos, o resultado ¢ mostrado em um
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minuto, o intervalo de tempo entre as medidas é de dois minutos e ndo ¢ afetado por
interferentes [7, 32]. A mesma empresa desenvolve ainda o YSI 2700 Select para a andlise de
bebidas e alimentos detectando glicose e sacarose, além de outros compostos [7,32].

Até 2008, os dispositivos comerciais aplicados as andlises clinicas representavam
cerca de 80% da produgdo, sendo este o principal campo de aplicacdo de biossensores.
Aplicagdes biotecnologicas e na industria de alimentos também procedem, porém, ndo tao
intensivamente, sendo que em alguns casos, sistemas comerciais utilizados na medicina sido
adaptados para o controle de produgao [7].

As principais limitagdes da producdo de dispositivos e sua aplicabilidade sdo a
habilidade para melhorar o principio de transdugéo e a falta de boa relagdo custo-eficacia do
método de producdo e materiais utilizados. A produ¢do de biossensores bem sucedidos ¢ a
otimizacdo destes sdo os desafios de diversos laboratorios de pesquisa no mundo todo, e

também deste trabalho.

1.3.Eletrodos Modificados com Azul da Prussia

Eletrodos quimicamente modificados (EQM) tém sido utilizados para melhorar a
estabilidade, seletividade e sensibilidade de sensores, na prote¢do contra a agdo de impurezas,
no bloqueio de interferentes e na imobilizacdo de biomoléculas e mediadores [14].

Em relagdo a estabilidade e seletividade de alguns biossensores, como referido
anteriormente, a detec¢do do H,O, pode ser prejudicada pela presenga de interferentes, e as
maneiras de contornar esse problema sdo a utilizacdo de peroxidases ou mediadores
eletroquimicos. Entretanto, peroxidases possuem alto custo e baixa estabilidade, o que gerou

um grande interesse no uso de mediadores -eletroquimicos inorgdnicos como o0

hexacianoferrato férrico, também conhecido como Azul da Prussia (Prussian Blue, PB) [30].
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Ap6s as descobertas de Neff (1978) e Itaya (1982), a primeira tentativa de se estudar o
Azul da Prussia como mediador eletroquimico de H,O, foi feita por Boyer e colaboradores
(1990) com um eletrodo de pasta de carbono. Este experimento despertou pouco interesse até
1994, quando Karyakin e colaboradores aperfeicoaram o processo de deposi¢do do PB sobre
um substrato sdlido aumentando a capacidade catalitica para com o H,O, [30].

Nas condi¢des otimizadas de deposi¢do eletroquimica de uma fina camada de PB, a
detec¢do de H,O, foi muito similar a obtida com uso de enzimas peroxidase. Devido a alta
atividade catalitica e seletividade para com o H»>O,, o PB foi considerado uma “peroxidase
artificial” [30].

O mecanismo de catalise do PB em relagdao ao H,O, ainda nao ¢ claro, assim como sua
estrutura cristalina, uma vez que Azul da Prassia ¢ uma designacdo genérica para um material
complexo de estequiometria variavel. Sua estrutura, dependendo dos materiais e processos
utilizados para sua cristalizagdo, pode conter ions co-precipitados, quantidades de agua
indefinidas e vérias vacancias na estrutura cristalina e ainda afetar propriedades como
estabilidade em fun¢do do pH [30]. Atribui-se tal habilidade catalitica a estrutura cristalina do
PB que permite a passagem de moléculas de baixa massa molecular (como O, e H,0,) se
alojando no centro de algumas vacancias e cercando-se de ions de ferro, no qual pode ocorrer
a reducdo do H,O, mediante a transferéncia de elétrons entre este e os ions de ferro [30].

A estabilidade e capacidade catalitica do PB para com o H,O; levaram a uma
crescente utilizagdo deste em diversos biossensores.

Ferreira e colaboradores [15], utilizaram filmes de poli(alilamina hidroclorada) PAH e
glicose oxidase GOX, obtidos pela técnica LbL, em eletrodos de ITO modificados com Azul
da Prussia na detec¢do amperométrica de glicose.

Haghighi e colaboradores [23], modificaram eletrodos de carbono vitreo, também com

Azul da Pruassia, imobilizando as enzimas invertase (INV), mutarrotase (MUT) e glicose
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oxidase (GOx) através de cross-linking, na deteccdo de sacarose por analise de inje¢do em

fluxo (FIA).

1.4.Polieletrolitos

Polieletrélitos sdo polimeros com repetidos grupos que se dissociam em d4gua
deixando o polimero carregado.

A aplicacdo da técnica LbL em polimeros ¢ uma resposta a atual necessidade de novos
métodos que permitam a fabricagdo de filmes com organizacdo molecular definida, algo
considerado essencial para dispositivos eletronicos mais sofisticados do que os atuais.

Em biossensores, polimeros podem ser usados para se imobilizar o material bioldgico
e mediadores, e ainda como membrana para reduzir a presen¢a de interferentes, além de que
muitas moléculas bioldgicas, como enzimas e proteinas, sdo polimeros de aminoacidos.

Os polimeros utilizados como polieletrdlitos neste trabalho, sdo a poli(alilamina
hidroclorada) PAH e o poli(vinil sulfonato de sédio) PVS, cujas formulas estruturais estdo

ilustradas na figura abaixo.

n n

NHg CI” 0= ?_: 0

PAH O Nat
PVS

Figura 5: Estrutura dos polieletrélitos PAH (polication) e PVS (polidnion).
1.5.Enzimas
Quase todas as enzimas sdo proteinas, ou seja, sdo polimeros naturais formados por

milhares de aminoécidos diferentes ligados uns aos outros por ligacdes peptidicas’ em

sequéncias bem definidas. A fun¢do que uma dada proteina exerce em um organismo depende

dy: o« , , L
Ligacdes covalentes especificas entre os residuos de aminoéacidos
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de sua estrutura tridimensional que, por sua vez, depende da sequéncia de aminoacidos que a
compde [33,34].

As enzimas sdo o centro de todo processo biologico, pois catalisam centenas de
reagdes no organismo e sdo responsaveis pela conservagdo e geragdo de energia através das
moléculas de nutrientes [33]. Além disto, possuem extraordindria atividade catalitica e alto
grau de especificidade para com seus substratos e sdo classificadas pelas reagdes que
catalisam em seu sitio ativo, como oxidorredutases, hidrolases, isomerases, entre outros [33].

Uma reacdo enzimatica pode basicamente ser representada da seguinte forma:

E+§ — ES5 — EP — E+P

Figura 6: Esquema de reagdo enzimatica. Figura extraida da referéncia [33].

Onde E, S e P sdo respectivamente, enzima, substrato e produto ¢ ES ¢ EP sao
complexos intermedidrios da enzima com o substrato e com o produto.

A atividade enzimatica depende de alguns fatores, tais como temperatura ¢ pH,
necessitando de certo controle para a aplicacdo em biossensores, tanto no que diz respeito a
otimizacdo de condi¢des de trabalho, quanto a precaugdo em relagdo a desnaturagdo, processo
no qual a proteina perde sua conformagao tridimensional resultando na perda de suas fungdes.

O mecanismo de perda de atividade enzimatica envolve mudangas na estrutura
tridimensional da proteina desarranjando o sitio ativo da enzima. Tais mudangas quebram o
delicado balango de ligagdes ndo covalentes que mantém a conformacao nativa. Mudancgas na
conformagdo de uma proteina podem se originar da (a) desnaturagdo térmica, (b) degradacao
proteolitica, (c¢) oxidagdo metalica catalisada ndo especifica, como também mudancas no pH,
forca i6nica e adi¢do de detergente [13].

Alguns biossensores utilizam enzimas em solu¢do, o que ndo é tecnologicamente
pratico uma vez que ndo ¢ possivel recuperar a enzima apos o seu uso, e torna sua aplicacio
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economicamente invidvel, realcando a forte tendéncia na utilizacdo de Reagentless
Biossensors [11].

As técnicas mais comuns de imobilizacdo de enzimas para a aplicacio em
biossensores sdo as baseadas em ligagcdes ndo covalentes (entrapment) com polieletrolitos e
por ligagdes covalentes em superficies sdlidas, com polimeros ou outras proteinas (cross-
linking) [13].

A imobilizacdo ¢ vantajosa, pois permite (1) a extensdo da estabilidade da enzima
protegendo-a da desnaturagdo, (2) o reuso, (3) reducdo no custo de operagdo e (4) recuperagdo
da enzima [35]. As maiores desvantagens na imobilizagdo de enzimas sdo (1) perda ou
diminui¢do da atividade durante a imobiliza¢do, (2) resisténcia difusional para o transporte do
substrato ou produto entre o meio reacional e o sitio ativo da enzima imobilizada [35].

A imobilizagdo de enzimas através do método LbL € interessante, uma vez que este
método utiliza menos material bioldgico comparado aos demais, pode ser realizada em
condi¢des adequadas de pH e temperatura, além de possibilitar o uso de solug¢des aquosas,
minimizando a possibilidade de desnaturag¢do da enzima [16].

Ponto isoelétrico®, faixa de atividade, pH 6timo e temperatura sdo caracteristicas
enzimaticas determinantes para a confec¢do de biossensores. Ressalta-se que enzimas iguais
originadas de microorganismos diferentes terdo tais caracteristicas desiguais, como por
exemplo, a enzima glicose oxidase obtida de Aspergillus Niger e Penicillium Amagasakiense
que exibem 6timo de atividade entre pH 3,5 — 6,5 e pH 4,0 — 5,5 respectivamente [36].

Reacdes enzimaticas sdo excelentes para determinar glicose, sacarose, frutose, acido
fitico, entre outros. Para as oxidases, o produto é o peroxido de hidrogénio (H,0O,), que pode

ser monitorado eletroquimicamente.

¢ pH caracteristico onde a carga liquida da proteina ¢ nula.
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1.5.1. Glicose Oxidase (GOx)

Glicose Oxidase (B-D-glicose: oxigénio 1-oxidorredutase) ¢ uma flavoproteina que
catalisa a oxida¢do de B-D-glicose para glucono-d-lactona que ¢ espontaneamente hidrolisado
para acido glucdnico, utilizando oxigénio molecular como aceitador de elétrons e produzindo
peroxido de hidrogénio, fundamentais na operacdo de biossensores eletroquimicos [36, 37].

GOx
B-D-glicose + O, — 4cido gluconico + H,0,

Figura 7: Mecanismo de catalise da glicose pela glicose oxidase (GOx).

No mecanismo de reacdo, GOx oxida seu substrato, e neste processo, o cofator FAD
(flavina adenina dinucleotideo) da enzima ¢ reduzido para FADH,. Através da transferéncia
de elétron para o oxigénio molecular, a enzima ¢ reoxidada para sua forma ativa [36].

Embora com atividade enzimatica menor, outros acucares e¢ derivados também sio
substratos para GOx, como 2-deoxi-D-glicose (25 — 30 %)f, 6-deoxi-D-glicose (10 %), a-D-
glicose (0,64 %), galactose (0,08 %), entre outros [37].

A glicose oxidase possui diferentes aplicacdes comerciais, e tem sido utilizada para
aumentar a cor e o sabor de produtos alimenticios, na remog¢ao de oxigénio em sucos de frutas
e bebidas enlatadas, e principalmente, na producdo de biossensores clinicos e portateis para o

monitoramento de glicose em sangue [36].
1.5.2. Invertase (INV)

A invertase (B-fructofuranosidase) € a enzima responsavel pela hidrolise da sacarose,
que produz uma mistura equimolar de glicose e frutose. Uma das importantes aplica¢des da

invertase reside na produ¢do de calda de agucar ndo cristalizavel a partir da sacarose [38]. A

"Porcentagem relativa, considerando a atividade de GOx para com B — D- glicose como 100%.
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invertase também ¢ utilizada sempre que substratos contendo sacarose sdo submetidos a
fermentagdo, como na producdo de bebidas alcoodlicas, acido latico, etc [38]. Segue abaixo, a

reacdo da sacarose na presenca de sua respectiva enzima, a invertase (INV) [22].

INV
sacarose + H,O — a —D-glicose + B-frutose

Figura 8: Catalise da sacarose por INV, gerando os produtos a —glicose ¢ B-frutose.

Um dos produtos da reagdo da sacarose € glicose (a-D-glicose), que pode ser utilizada
em sistemas contendo GOx, produzindo H,0O, eletroquimicamente detectdvel em
biossensores. Biossensores de sacarose podem ser baseados em sistemas bienzimaticos (GOx
e INV) ou trienzimaticos (GOx, INV, MUT). Neste ultimo, a enzima mutarrotase (MUT) ¢
utilizada para converter o isdmero a-D-glicose em B-D-glicose.

Neste trabalho, propde-se um sistema bienzimatico na imobiliza¢do de GOx e INV no
desenvolvimento de um biossensor para o sensoriamento de glicose e sacarose, discutindo

ainda a possibilidade no emprego da mutarrotase para maior eficiéncia do sensor.

1.6.Glicose e Sacarose

Os carboidratos s@o as biomoléculas mais abundantes na face da Terra e sdo divididos
de acordo com o seu tamanho, como monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos (a
palavra “sacarideo” ¢ derivada do grego sakcharon e significa “agucar”) [33].

O monossacarideo mais abundante na natureza ¢ um agucar com seis atomos de
carbono na molécula, a D-glicose. Os monossacarideos sdo solidos cristalinos e naturalmente
soliveis em 4gua. A sacarose ¢ um dissacarideo, formada por duas unidades de

monossacarideos, a D-glicose ¢ a D-frutose [33].
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Figura 9: Estruturas da a) glicose e b) sacarose. Figura adaptada da referéncia [33].

Quando em solugdes aquosas, os monossacarideos com cinco ou mais atomos de
carbono na cadeia ocorrem, predominantemente, como estruturas ciclicas, como a D-glicose
que pode se apresentar sob estas circunstincias os isdmeros o € 3. A interconversao entre o €
B é chamada mutarrotagéo [33].

A mutarrota¢do é um processo espontaneo que pode ser acelerado pela adi¢do de ions

fosfato na solugdo por um dado periodo de tempo ou ainda pelo uso da mutarrotase [20].
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Figura 10: Ilustracdo das formas ciclicas a e p da D-glicose. Figura adaptada da referéncia [33].

A determinacgdo de glicose e sacarose ¢ de extrema importancia para a industria de
alimentos e bebidas, no monitoramento de doencas como diabetes, além de outras aplicag¢des

de biotecnologia.
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Capitulo 2
2. Etapa Experimental

2.1.Materiais
2.1.1. Enzimas

Glicose oxidase (GOx) de Aspergillus Niger (E.C 1.1.3.4)%, 225 U/mg, marca Fluka,
ponto isoelétrico (pl) de 4,2 [16,20], e 6timo de atividade entre pH 3,5 — 6,5 [36].

Invertase (INV) de Saccharomices Cerevisiae ou Baker’s Yeast, Grau VII (E.C.
3.2.1.26), 401 U/mg, com pl de aproximadamente 4,5 [39,40], 6timo de temperatura 35 °C -
45 °C [35,39] e faixa de atividade entre pH 4,0 e 8,0 [39].

Mutarrotase (MUT) de Porcine Kidney (E.C. 5.1.3.3), 2200 U/mg, marca Calzyme, pl

5,0 — 5,5 [33], 6timo de atividade em aproximadamente pH 7,4 [33].
2.1.2. Substratos

Para a caracterizagdo espectroscdpica dos filmes, foram usados substratos de quartzo,
devidamente hidrofilizados. Para isso estes foram imersos em uma solu¢do basica
NH4OH:H;0,:H,0 com 1:1:5 (v/v) por 10 minutos a temperatura de 70°C e entdo lavados
com agua ultrapura, cuja resistividade ¢ 18,2 MQ-cm, fornecida por um sistema Milli-Q. Em
seguida, os substratos foram imersos em solu¢do acida HCI:H,0,:H,O com 1:1:6 (v/v) por
mais 10 minutos a 70°C e novamente lavados com agua ultrapura.

Para as analises eletroquimicas foram utilizados substratos de vidro recobertos com
oxido de estanho dopado com indio (indium tin oxide, ITO) e ITO modificado com Azul da

Prussia quando necessario.

€ Classificagdo numérica das enzimas - Enzyme Commission Number (E.C.).

35



2.2.Solucbes

2.2.1. Tampao Fosfato

Para a obten¢do de uma solug¢do de 10 mmol/L de tampao fosfato, foi utilizado fosfato
de so6dio monobdsico (marca VETEC) em agua Milli-Q e o pH foi ajustado para 6,3 usando
fosfato de sdédio dibasico (marca VETEC). Este tampao foi utilizado principalmente nos

sistemas contendo GOx e no preparo dos analitos.
2.2.2. Tampio Acetato de sédio-Acido acético

Foi preparada uma solucido de 10 mmol/L de tampao acetato fazendo uso de acetato de
sodio (marca VETEC) em 4gua Milli-Q e o pH foi ajustado para 5,3 com o uso de é4cido
acético. Este tampao foi utilizado principalmente em solugdes nos sistemas contendo INV e

ainda no preparo dos analitos.
2.2.3. Analitos

Preparam-se solugdes de glicose e sacarose (Sigma-Aldrich) em concentragdo de 10
mmol/L e 50 mmol/L em tampao fosfato ou acetato, dependendo do tipo de arquitetura LbL

empregada na avaliag¢@o da resposta eletroquimica do biossensor.

2.3.Métodos
2.3.1. Preparo dos Filmes LbL

Para o desenvolvimento do biossensor, inicialmente imobilizou-se as enzimas
individualmente com o polieletrdlito a fim de investigar o crescimento destes filmes pela
técnica LbL. Posteriormente, diversas configuragdes LbL com as duas enzimas imobilizadas

foram testadas. Esta secdo descreve as condi¢des de imobilizag¢do de cada sistema.
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Para todos os sistemas em que os filmes foram estudados por espectroscopia,
previamente a deposi¢do do filme, foram depositadas duas bicamadas de PAH/PVS como
bicamada precursora, em tempos de 3 minutos cada, a fim de minimizar possiveis
imperfei¢des do substrato [41].

Adotou-se ainda, 10 bicamadas como espessura ideal dos filmes, uma vez que poucas
camadas podem ndo conter quantidades muito significativas de material para a geragdo da
resposta do biossensor, e filmes espessos podem dificultar a difusdo da espécie eletroativa até

a superficie do eletrodo.

2.3.1.1. Filmes PAH/GOx

Os filmes de PAH/GOx foram produzidos utilizando tempos de 4 min em PAH com
pH 6,3 (corrigido com NaOH 10 mmol/L), 1 min em uma solu¢do de lavagem de dgua Milli-
Q com pH 6,3 (corrigido com NaOH 10 mmol/L), 4 min em GOx pH 6,3 (em tampao fosfato)
e 1 min em uma solucdo de lavagem de tampdo fosfato pH 6,3. Foram utilizadas as

concentragdes de 0,5 mg/mL de PAH e 10 mg/mL de GOx.

Lavagem Lavagem
PAH (pH 6,3) (pH 6,3) GOx (pH 6,3) (PH 6,3)
— — ] —— 3
ﬁ . i . E ’

4 min 1 min 4 min 1 min

Figura 11: Sequéncia de deposicdo do filme PAH/GOx.

2.3.1.2. Filmes PAH/INV

Para os filmes de PAH/INV, os tempos de deposi¢do foram de 4 min em PAH pH 5,3
(corrigido com NaOH 10 mmol/L), 1 min de lavagem em Milli-Q pH 5,3 (corrigido com HCl
10 mmol/L), 20 min em invertase pH 5,3 (em tampao acetato) a 40 °C e 1 min em lavagem de
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tampao acetato pH 5,3, onde o tempo de deposi¢do de invertase foi obtido através de cinética

de crescimento. Utilizou-se concentracdo de 0,5 mg/mL para PAH e INV.

Lavagem Lavagem
PAH (pH 5,3) (pH 5,3) INV(pH53) (pH 5,3)
4 min 1 min 20 min 1 min

Figura 12: Sequéncia de deposicdo do filme PAH/INV.

2.3.1.3. Filmes PAH/GOx/PAH/INV

Na montagem PAH/GOx/PAH/INV as enzimas foram imobilizadas intercaladas com o
PAH. Os tempos de deposicdo foram 4 min de PAH pH 6,3 (corrigido com NaOH 10
mmol/L), Imin de lavagem em Milli-Q pH 6,3 (corrigido com NaOH 10 mmol/L), 4 min de
GOx pH 6,3 (em tampdo fosfato), I min de lavagem em tampao fosfato pH 6,3. Imersdo em
PAH pH 5,3 (corrigido NaOH 10 mmol/L) durante 4 min, 1 min de lavagem em Milli-Q
(corrigido com HCI 10 mmol/L), 20 min de INV pH 5,3 (tampao acetato) a 40°C e por fim
lavagem de 1 min em tampao acetato pH 5,3.

As concentracdes utilizadas foram de 0,5 mg/mL de PAH, 10 mg/mL de GOx e 0,5

mg/mL de INV.
Lavagem Lavagem Lavagem Lavagem
PAH (pH 6,3) (pH 6,3) GOx (pH 6,3) (pH 6,3) PAH (pH 5,3) (pH5,3) INV {pH 5,3) {pH5,3)
]
e e e - e o — e
40°C
4 min 1 min 4 min 1 min 4 min 1 min 20 min 1 min

Figura 13: Sequéncia de deposi¢éo do filme PAH/GOx/PAH/INV.
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2.3.14. Filmes (PAH/GOx)/(PAH/INV)

Neste tipo de configuragdo o filme foi produzido depositando 3 camadas de PAH/GOx
-1* etapa - e em seguida 7 camadas de PAH/INV — 2% etapa. As condi¢des de tempo e

concentragdes das solucdes utilizadas foram as mesmas da montagem anteriormente descrita.

Lavagem Lavagem
PAH (pH 6,3) (pH 6,3) GOx (pH 6,3) (pH 6,3)
o E_b %_“ %_’ %
a4 min 1 min 4 min 1min
Lavagem Lavagem
PAH (pH 5,3) (pH5,3) INV (pH 5,3) (pH5,3)
o %
. —

4 min 1 min

Figura 14: Sequéncia de deposi¢io do filme (PAH/GOx)/(PAH/INV).

2.3.1.5. Filmes PAH/GOx/INV

Para a confeccdo deste tipo de montagem utilizaram-se os seguintes tempos de
montagem: 4 min em PAH pH 6,3 (corrigido com NaOH 10 mmol/L), Imin de lavagem em
Milli-Q pH 6,3 (corrigido com NaOH 10 mmol/L), 4 min em GOx pH 6,3 (tampao fosfato), 1
min de lavagem em tampao fosfato pH 6,3, 20 min em INV (tampao acetato) a 40°C e 1 min
de lavagem em tampao acetato pH 5,3. As concentragdes utilizadas foram de 0,5 mg/mL, 10

mg/mL e 0,5 mg/mL de PAH, GOx e INV respectivamente.

Lavagem Lavagem Lavagem
PAH (pH 6,3) (pH 6,3) GOx (pH 6,3) (pH 6,3) INV (pH 5,3) (pPH5,3)
4 min 1 min 4 min 1 min 20 min 1 min

Figura 15: Sequéncia de deposicdo do filme PAH/GOx/INV.
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2.3.1.6. Filmes PAH/(GOx + INV)

Neste tipo de configuragdo, as solugdes de GOx e INV foram misturadas para a
imobilizacdo em conjunto com PAH. Para isto duas montagens diferentes do mesmo sistema
foram propostas, empregando misturas de GOx e INV solubilizadas em tampao fosfato pH
6,3 e misturas em tampao acetato pH 5,3. Em ambas configuracdes as concentracdes de PAH,
GOx e INV foram 0,5 mg/mL, 10 mg/mL e 0,5 mg/mL respectivamente.

Na montagem inicial foram utilizados tempos de 4 min em PAH pH 6,3 (corrigido
com NaOH 10 mmol/L), 1 min de lavagem em Milli-Q pH 6,3 (corrigido com NaOH 10

mmol/L), 20 min na mistura enzimatica pH 6,3 a 20°C e 1 min de lavagem em tampdo

fosfato.
Lavagem GOx + INV Lavagem
PAH (pH 6,3) (pH 6,3) (pHsg) (pH 6,3)
4 min 1 min 20 min 1 min

Figura 16: Sequéncia de deposi¢do do filme PAH/(GOx + INV) pH 6,3.

Para a segunda montagem, foram utilizados os mesmos tempos e condi¢des, porém as

solugcdes foram preparadas em pH 5,3.

Lavagem GOx + INV Lavagem
PAH (pH 5,3) (pPH5,3) (pHsg) (pH5,3)
4 min 1 min 20 min 1min

Figura 17: Sequéncia de deposi¢do do filme PAH/(GOx + INV) pH 5,3.
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2.3.2. Deposiciao do Azul da Prussia

Inicialmente, as seguintes solug¢des foram preparadas: KCI 0,1 mol/L, HCI 10 mmol/L,
2 mmol/L de ferricianeto de potéassio Ki[Fe(CN)g] em KCI 0,1 mol/L, e também 2 mmol/L de
tricloreto férrico FeCl; em HCI 10 mmol/L.

Para a deposicdo do Azul da Prussia (PB), aplicou-se 0,4 V, durante 400 s de
amperometria, em eletrodos de ITO devidamente limpos, utilizando como solugdo eletrolitica
para a eletrodeposi¢do uma mistura 1:1 (v/v) de ferricianeto de potassio 2 mmol/L e tricloreto

férrico 2 mmol/L.
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Capitulo 3

3. Caracterizacoes

3.1.Caracterizacio Espectroscopica

A técnica de espectroscopia consiste na irradiagdo da amostra com fotons de luz em
um espectro de freqiiéncias definido coletando as intensidades refletidas, transmitidas, ou
emitidas dependendo da aplicagdo. Para tal, utilizaram os espectrofotometros das marcas
genesys 6 e Hitachi modelo FL 4500, para medidas de espectroscopia na regido UV-vis e de

fluorescéncia respectivamente.

3.1.1. Espectroscopia de Absorc¢io na regiio Ultravioleta/Visivel (UV-vis)

De acordo com a mecénica quantica, os elétrons de um dado atomo estdo dispostos em
niveis de energia bem definidos e em um so6lido ou moléculas, estes niveis de energia compde
uma banda de energia, com estados quanticos rotacionais, vibracionais e eletronicos [42].

Para um elétron passar de um nivel de energia mais baixo para outro mais alto, ele
deve absorver uma quantidade de energia igual ao gap (diferenga de energia) entre esses dois
niveis, sendo que para os elétrons mais externos dos atomos as energias necessarias para
transicdes eletronicas correspondem a fotons com freqiiéncia na regido do ultravioleta/visivel.

As bandas de energia formadas se devem a inUimeras interagdes nos solidos ou
moléculas, como interagdo entre elétrons vizinhos, entre elétrons e nucleos vizinhos, entre
elétrons e seus proprios ndcleos. A banda de um dado material possui valores de energia
muito particulares a cada material, logo as absorcdes de fotons de luz em determinadas
freqiiéncias também s3o muito particulares, sendo o espectro de absor¢cdo de um material,

caracteristica deste.
42



Quando um feixe monocromatico de radiagdo incide com intensidade Iy em uma
amostra de faces paralelas, diversos fendmenos podem ocorrer, mas aqui o interesse estd
focado nas quantidades da radiag@o transmitida e absorvida pelo meio, entretanto ha também

quantidades refletidas e espalhadas pelo sistema (Figura 18).

(A)

(B)
detector

B
i

) N
/

YA
7 7
b

o
amostra

Figura 18: (A) Esquema de um espectrometro de UV-vis: uma fonte de luz monocromatica incide um
feixe de intensidade Ip. O detector recebe um feixe de intensidade I;. (B) Esquema de uma cubeta
recebendo um feixe de intensidade Iy, que é espalhada devido a reflexdo nas paredes da cubeta e
absorvida pelas moléculas, chegando um feixe de intensidade I; ao detector.

A fragdo do feixe que atravessa a amostra ¢ denominada transmitancia (T) e ¢ dada

pela equagao:

I
T=_1
Il]

onde 0 < T < 1. O logaritmo do inverso da transmitancia ¢ denominado absorbancia (A):

I
A= log (—0)
'(1

A absorbancia (A) é proporcional a quantidade de luz absorvida pelo material, e pode
ser aplicada também na caracterizag@o de filmes, onde cada camada depositada ¢ proporcional
a quantidade de material adsorvido obedecendo a Lei de Lambert-Beer:

A= ghi

onde ¢ ¢ a absortividade molar, b é o caminho 6tico e ¢ a concentragdo da espécie absorvente.
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3.1.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

A luminescéncia molecular é a emissdo de radiacdo eletromagnética, na regido do
ultravioleta e visivel proximo, proveniente de moléculas que foram excitadas, retornando ao
seu estado fundamental e pode se apresentar na forma de fluorescéncia e fosforescéncia.

A espectroscopia de fluorescéncia é uma das técnicas mais utilizadas para o estudo
estrutural de macromoléculas, como proteinas e polimeros [43]. As proteinas em geral,
possuem aminoacidos participativos no processo de fluorescéncia, como o triptofano, tirosina
e fenilalanina denominados fluoroforos [43].

Ressalta-se ainda que mudangas conformacionais nestes fluor6foros, em particular,
induzem mudangas no espectro de fluorescéncia da amostra. Outros aspectos que influenciam
mudangas no espectro de fluorescéncia sdo o solvente, a temperatura e o pH [43,44].

Em medidas de fluorescéncia pode-se obter dois tipos de espectros, de fluorescéncia
ou emiss@o e o espectro de excitagdo. O primeiro consiste em obter informagdes sobre a
emissdo de fluorescéncia em fungcdo do comprimento de onda mediante a excitacdo da
amostra em um comprimento de onda fixo, enquanto no espectro de excitacdo pode-se
registrar emissoes que ocorram num dado comprimento de onda fixo, mediante a variacdo do
comprimento de onda de excitagdo da amostra [42].

Neste trabalho, utilizaram-se medidas de fluorescéncia, fixando o comprimento de
onda de excitagio em A = 280 nm", para obter os espectros das enzimas em solugdo assim

como acompanhar o crescimento de alguns filmes.

" O triptofano apresenta absor¢do por volta de 280 nm e emissdo por volta de 340 nm e ¢ importante no estudo
de proteinas devido ao fato de sua emissdo ser muito sensivel ao ambiente em que se encontra localizado ou aos
grupos que se encontram ligados [44].
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3.2.Caracterizacio Eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da Autolab modelo
PGSTAT 30. A célula eletroquimica era do tipo convencional de trés eletrodos: referéncia,
contra eletrodo e trabalho (Figura 19). O eletrodo de referéncia era de calomelano saturado
(ECS) Hg/Hg,Cly/KClsat), uma lamina de platina de 1 cm? foi usada como eletrodo auxiliar
ou contra eletrodo e o eletrodo de trabalho utilizado foi o filme LbL depositado sobre o

substrato de ITO.

Eletrodo de referéncia:

Hg/MHg,CL/KCl(sat.)
Eletrodo de trabalho:
ITO +filme LbL

Contra eletrodo:
/Chapa de platina

_—»Solucao eletrolitica

Figura 19: Representagdo de uma célula eletroquimica acoplada a um potenciostato. Célula
convencional de trés eletrodos: trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de referéncia.

3.2.1. Amperometria

A amperometria, ou cronoamperometria, ¢ uma técnica eletroquimica na qual um
potencial constante e apropriado, normalmente de oxidag@o ou redug¢do de uma dada espécie
em solugdo, é aplicado entre os eletrodos de trabalho e referéncia, e a corrente elétrica entre
os eletrodos de trabalho e auxiliar ¢ medida em fung¢do do tempo.

A utilizagdo da técnica € muito comum na avaliagdo da resposta de biossensores,
mediante titulagdes de um dado analito, no sentido de obter informagdes a respeito da

oxida¢do ou redu¢do de um dado produto enzimatico na superficie do eletrodo.
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Neste trabalho, empregou-se a técnica de amperometria na titulagdo de glicose e
sacarose para a determinag@o da resposta de eletrodos modificados com Azul da Prussia

contendo as enzimas imobilizadas.

3.2.2. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) € uma técnica eletroquimica que consiste em aplicar entre
os eletrodos de trabalho e referéncia um intervalo de potencial que varie continuamente com o
tempo, crescente e decrescentemente; ocasionando reagdes de oxidacdo e reducdo nas
espécies eletroativas imersas em solucdo ou na superficie do eletrodo. As informag¢des sobre
estas espécies sdo representadas em uma curva de corrente-potencial chamado de
voltamograma [45].

A varredura de potencial € ciclica e normalmente escolhida de modo a compreender a
oxidacdo ou reducdo do composto analisado, onde os picos de corrente podem fornecer
informagdes quantitativas ou qualitativas do sistema.

A voltametria é também uma técnica muito util para estudar as propriedades de um
mediador ajudando a selecionar o mais adequado para o biossensor [11]. Neste trabalho, usou-

se VC para caracterizar os eletrodos de ITO modificados com Azul da Prussia.
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Capitulo 4

4. Resultados e Discussao

4.1.Estabilizacdo do Azul da Prussia

Para se obter a resposta eletroquimica do biossensor contendo um filme LbL com uma
dada arquitetura de polieletrélito e enzimas sobre um eletrodo de ITO modificado com Azul
da Prussia, foi necessaria inicialmente a estabilizacdo do mesmo, utilizando como solucao
eletrolitica 1:1 (v/v) de KCI1 0,1 mol/L e HCI 10 mmol/L e aplicando-se uma varredura de

potencial de 0,0 V a 1,0 V (vs ECS) a 50 mV/s até 20 ciclos.

600

A
4009 Branco .
1da Azul da Prussia Verde Berlin
200 issi
_ Prussia B
< 1 /-B
E ol
3
o
g -200 + c
&)
-400 -
-600 D
-800 T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0

Potencial (V) vs ECS

Figura 20: Voltamograma ciclico do eletrodo ITO/PB de 0,0 V a 1,0 V (vs ECS) — 50 mV/s apos 20
ciclos.

Apos varios ciclos, o Azul da Prassia depositado apresentou boa estabilidade
eletroquimica sendo viavel para uso como eletrodo modificado no desenvolvimento do

biossensor.
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O voltamograma ciclico do eletrodo (Figura 20) apresenta dois pares redox

identificados de A-D com as regides onde o Azul da Prussia (Prussian Blue, PB), sua forma

reduzida Branco da Pruassia (Prussian White, PW) e sua forma oxidada Verde Berlim (Berlin

Green, BG) predominam. As reagdes de interconversdo estdo ilustradas abaixo:

A) PW < PB

C) PB < PW

B) PB < BG

D) BG < PB

A forma reduzida do PB, PW ¢ a responsavel pelo efeito eletrocalitico sobre o H,O»

[23, 30]. Portanto, para operagdo do biossensor deve-se utilizar como potencial de trabalho

valores em torno de 0,0 V.

4.2.Espectro de absorcio das solucoes enzimaticas

Para a obtenc¢do dos espectros de absor¢do das enzimas GOx e INV (Figuras 21 e 22)

foi utilizada uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico e solugdes de 2 mg/mL de GOx

e de 0,5 mg/mL de INV sendo estas preparadas em tampao fosfato 10 mmol/L pH 6,3 ¢

tampao acetato 10 mmol/L pH 5,3 respectivamente. Estas mesmas solugdes tampao foram

utilizadas para a obtencdo da linha de base da respectiva enzima.

Absorbancia (u.a)

Figura 21: Espectro UV-vis da solugdo de GOx 2mg/mL (pH 6,3). Inset: Banda em 278 nm.
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Figura 22: Espectro UV-vis da solugdo de INV 0,5 mg/mL (pH 5,3). Inset: Banda em 280 nm.

A banda observada por volta de 280 nm para ambas as enzimas pode ser atribuida a

absorcdo de alguns aminoacidos neste comprimento de onda, tais como o triptofano e tirosina

[33].

4.3.Espectro de emissio das solucdes enzimaticas

Espectros de fluorescéncia foram obtidos para as solu¢des de GOx (2mg/mL) e INV

(0,5 mg/mL) preparadas respectivamente em pH 6,3 e pH 5,3. Para isto, utilizou-se uma

cubeta com 1 cm de caminho 6tico e excitagdo em 280 nm, como ilustrado nas Figuras 23 e

24.
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Figura 23: Espectro de fluorescéncia da solu¢do GOx 2mg/mL (pH 6,3). Banda em 336 nm.
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Figura 24: Espectro de fluorescéncia da solu¢do INV 0,5 mg/mL (pH 5,3). Banda em 333 nm.

Os principais aminoacidos responsaveis pela emissdo fluorescente sdo denominados
fluoroforos, como por exemplo, o triptofano, que exibe emissdo em 340 nm. Como ja
referido, mudangas conformacionais de tais fluor6éforos, pH, solvente, dentre outros, podem

influenciar as caracteristicas do espectro de emissdo das enzimas.
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4.4.Crescimento dos Filmes PAH/GOx

Inicialmente, imobilizou-se cada enzima junto com o polieletrdlito para,
posteriormente, desenvolver arquiteturas mais complexas no desenvolvimento do biossensor.
A seguir sdo apresentados os resultados referentes ao crescimento dos filmes (PAH/GOX);o'
preparado como ja mencionado sob a deposi¢do prévia do filme precursor de PAH/PVS.
Bandas na regido do ultravioleta no espectro de filmes contendo enzimas devem-se a
transi¢des eletronicas principalmente nos aminoacidos triptofano e tirosina, assim como em
solug@o, por volta de 280 nm. Entretanto, a interacdo da enzima com o polimero e a

configura¢do do filme pode deslocar tal banda, como observado em 250 nm na Figura 25.

0,06 1* PAH/GOx
2* PAH/GOx
— 3* PAH/GOx
— 4* PAH/GOx
— 5* PAH/GOx
6* PAH/GOx
7* PAH/GOx
8* PAH/GOx
— 9* PAH/GOx
— 10* PAH/GOx|

0,05 4

0,04

Absorbancia (u.a)

0,02

0,01 4

0,00

T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura 25: Espectro de absor¢éo por camada do filme (PAH/GOX);,.

Tomando a absorbéancia de cada bicamada para o comprimento de onda de 250 nm, ¢
possivel observar um perfil exponencial no crescimento do filme indicando que uma

tendéncia a saturacdo a partir da décima bicamada, como ilustrado na Figura 26.

' Os ntimeros posteriores ao nome do filme indicam o niimero de bi, tri ou até mesmo tetra camadas de
polieletrdlio e enzima.
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Figura 26: Absorbancia em fun¢do do numero de bicamadas do filme (PAH/GOXx);o em A = 250 nm.

4.5.Deteccdo amperométrica de glicose

Para a detecgdo de glicose foi utilizado um filme (PAH/GOX);¢ sobre ITO modificado
com Azul da Prussia. Utilizou-se como solugéo eletrolitica tampao fosfato 10 mmol/L pH 6,3
e potencial de 0,0 V durante 200 s vs ECS. Apos a estabilizagdo da corrente elétrica, foram

feitas adigdes de 100 pL de glicose 10 mmol/L sob leve agitagdo, como mostra a Figura 27.

‘Glicose 100 uL 10 mmoliL

Corrente (uA)

. ; . ; .
50 100 150 200
Tempo (s)

Figura 27: Curva amperométrica de ITO/PB/(PAH/GOx)y 0,0 V vs ECS mediante adi¢des de glicose.
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O filme de Azul da Prussia reduz eletrocataliticamente H,O, atuando como um
mediador na transferéncia de elétron através de sua forma reduzida PW. O esquema abaixo
ilustra um filme de Azul da Prussia eletrocatalisando H,O, gerado por GOx. As variagdes de
corrente elétrica da Figura 27 estdo relacionadas a reduc¢do de H,O, formado na reagdo
enzimatica entre a GOx e a glicose (Figura 28), o que permite afirmar que a GOx imobilizada
na estrutura de filme possui consideravel atividade enzimatica mediante a adi¢do do analito e

o Azul da Prussia esta apto a reduzir H,O».

GLICOSE

PRODUTOS
DA OXIDACAO

DIFUSAO

PW: Branco da Prassia
PB: Azul da Prassia

Figura 28: Deteccdo de H,O, por PB em um sistema contendo GOx. Figura extraida de [15].

4.6.Cinética de crescimento do filme PAH/INV

Para o emprego da INV no desenvolvimento do biossensor, foram feitos filmes de
PAH/INV. Os proximos resultados mostram a cinética de crescimento e adsor¢do deste filme.
Para isso, foram depositadas inicialmente 2 bicamadas de PAH/PVS, como anteriormente
descrito, seguida da deposi¢do alternada de PAH/INV. Neste filme, variou-se o tempo de
deposicdo da INV, inicialmente a cada 10 s, posteriormente de minuto a minuto, e em seguida

a cada 3 min. A Figura 29 ilustra a cinética de crescimento do filme PAH/INV.
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Figura 29: Cinética de crescimento na deposi¢do PAH (3min)/ INV (tempos variaveis), para A = 280
nm. Tempo ideal de deposi¢ao a partir de 20 min (1200 s).

Na Figura 29, é possivel observar que a absorbancia tende a valores constantes, ou
seja, o crescimento atinge a saturagdo a partir de 20 min (1200s), sendo este tempo o ideal

para a obten¢do do filme PAH/INV.

4.7.Crescimento do filme PAH/INV

Empregando o tempo de 20 min obtido pela cinética descrita anteriormente, filmes de
(PAH/INV),o foram preparados e os resultados do crescimento sdo mostrados nas Figuras 30
e 31. Para o filme PAH/INV, ilustrado a seguir, ¢ possivel observar uma banda em

aproximadamente 226 nm.
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Figura 30: Espectros UV-vis do filme (PAH/INV);,
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Figura 31: Absorbancia em fun¢do do nimero de bicamadas do filme (PAH/INV);

Da Figura 31 observa-se um perfil linear de crescimento também para o filme

PAH/INV, sugerindo que quantidades semelhantes de material sdo depositadas a cada etapa.
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4.8.Deteccao amperométrica de sacarose

A catalise enzimatica da sacarose pela INV ndo gera nenhum produto eletroativo e
necessita a utilizagdo conjunta de GOx no desenvolvimento do biossensor. Todavia, como
medida preliminar, empregou-se o sistema ITO/PB/(PAH/INV);¢ como eletrodo de trabalho,
tampao acetato 10 mmol/L pH 5,3 como solugédo eletrolitica e adicionou-se ao sistema 500 pL
de solug¢do de GOx (0,5 mg/mL) no mesmo tampao para a producdo de H,O, para verificar a
atividade enzimatica da INV imobilizada.

A Figura 32 ilustra a curva amperométrica obtida a 0,0 V (vs ECS) para o sistema
ITO/PB/(PAH/INV);o com GOx presente no meio. Adigdes de 100 pnL de sacarose 10 mmol/L
foram feitas, sob leve agitacdo, conforme indicam as setas. Ressalta-se que h4d uma

diminui¢do no valor da corrente em relacdo ao valor inicial.

-0,5

l 100 pL Sacarose 10 mmol/L

et 111

-0,8 4

Corrente (uA)

-0,9 4

-1,0 L+

T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tempo (s)

Figura 32: Curva amperométrica de ITO/PB/(PAH/INV),, (0,0 V vs ECS) com 500 pL. de GOx em
solucdo mediante adi¢des sucessivas de sacarose.

A Figura 33 ilustra adi¢des de sacarose em um sistema ITO/PB (ausente do filme
PAH/INV), contendo GOx em solucdo, nas mesmas condi¢des do resultado anterior. Nao se
observa mudang¢a do valor de corrente elétrica, o que corrobora a explicacdo antes
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mencionada que tal alteracdo se deva a catalise de sacarose pela INV, gerando a-D-glicose,

seguida da catalise desta por GOx, produzindo o H,O,.

l 100 pL de sacarose 10 mmol/L pH 5,3

) b

Corrente (uA)

T T T T T T
0 100 200 300
Tempo (s)

Figura 33: Curva amperométrica de ITO/PB (0,0 V vs ECS) com 500 pL de GOx 0,5 mg/mL em pH
5,3 na solucéo eletrolitica mediante adi¢des de sacarose.

A fim de comprovar que a resposta obtida na Figura 32 era devida apenas a presenga
de sacarose e ndo do tampao, este foi adicionado aos sistemas ITO/PB/(PAH/INV),o com e
sem GOx em solugdo, além do sistema contendo apenas o eletrodo modificado ITO/PB. As

Figuras 34, 35 e 36 ilustram estes procedimentos.
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Figura 34: Curva amperométrica de ITO/PB/(PAH/INV)10 (0,0 V vs ECS) com 500 uL de GOx 0,5

mg/mL pH 5,3 em solug@o.
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Figura 35: Curva amperométrica de ITO/PB/(PAH/INV);, (0,0 V vs ECS) mediante adi¢cdes de tampdo

acetato pH 5,3 10 mmol/L
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3 l 100 pL de tampao acetato (10 mmol/L pH 5,3)
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Figura 36: Curva amperométrica de ITO/PB mediante a adi¢do de tampao acetato pH 5,3 10 mmol/L.

Dos resultados obtidos, acredita-se que os picos ndo estdo relacionados as interagdes
entre o tampdo e o filme, mas sim a uma provavel perturbagdo do meio de deteccdo, como
rearranjo da dupla camada elétrica na interface do eletrodo, uma vez que o volume da célula

eletroquimica ¢ muito pequena (5-7 mL).

4.9.Crescimento do filme PAH/GOX/PAH/INV

Comprovada as atividades de GOx e INV quando imobilizadas com o polieletrélito,
diversas montagens com ambas as enzimas foram estudadas a fim de determinar a melhor
configuracdo dos filmes para a otimizagdo do biossensor.

O primeiro sistema consistia de filmes de PAH/GOx/PAH/INV com 10 tetracamadas
sob as condigdes de deposi¢do ja mencionadas. Os proximos resultados (Figuras 37 a 40)
correspondem ao estudo do crescimento destes filmes acompanhados por espectroscopia UV-

vis e fluorescéncia.
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Figura 37: Espectros UV-vis do filme (PAH/GOx/PAH/INV),,,
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Figura 38: Crescimento do filme (PAH/GOx/PAH/INV);gem A = 226 nm.

As Figuras 37 e 38, mostradas anteriormente, indicam um perfil de crescimento nio

muito satisfatério para esta configuracdo de filme. Logo, acompanhou-se o crescimento

também por medidas de fluorescéncia.

As Figuras 39 e 40 ilustram os espectros de fluorescéncia e a curva de crescimento

obtidos para o sistema PAH/GOx/PAH/INV.
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Figura 39: Espectros de fluorescéncia do filme PAH/GOx/PAH/INV. Banda em 330 nm.
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Figura 40: Crescimento do filme PAH/GOx/PAH/INV analisado por espectroscopia de fluorescéncia.

Na Figura 40 ¢ possivel observar um perfil exponencial da intensidade radiante até a
sexta tetracamada seguida de uma queda nos valores. Este resultado mostra que processos de
dessor¢@o podem ocorrer a partir deste ponto, uma vez que, nesta configuracdo um filme em
sua sexta etapa de deposi¢do possui muitas camadas de materiais antecessoras, diminuindo a
interacdo das camadas posteriores (7* adiante) com o substrato devido ao aumento da

distancia entre estes. Logo, através das técnicas de espectroscopia UV-vis e fluorescéncia, ndo
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foi possivel obter bons resultados acerca do crescimento destes filmes, levando a

investigacdes de outras arquiteturas.

4.10. Crescimento do filme (PAH/GOx)/(PAH/INYV)

Nesta configuracdo, 3 bicamadas de PAH/GOx iniciais ¢ 7 bicamadas de PAH/INV
posteriores foram imobilizadas na obtencéo da arquitetura final (PAH/GOx)s/(PAH/INV);. As
propor¢des foram escolhidas totalizando 10 bicamadas e de modo a possuir mais invertase do
que glicose oxidase uma vez que o substrato de GOx serd a glicose produzida na catalise da

sacarose pela INV. A Figura 41 ilustra os espectros UV-vis do filme (PAH/GOx);/(PAH/INV);.
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—— 6° PAH/INV
—— 7° PAH/INV

0,15 1

0,10

Absorbancia (u.a)

0,05\
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200 250 300 350 400 450
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Figura 41: Espectros UV-vis do filme (PAH/GOx);/(PAH/INV);.
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Figura 42: Crescimento do filme (PAH/GOx);/(PAH/INV); para A =226 nm.

Na figura 42, observa-se perfis exponencial e linear para o filmes PAH/GOx e
PAH/INV respectivamente. Nota-se uma diferenca na absorbancia da ultima bicamada de

PAH/GOX para a primeira bicamada PAH/INV, indicando maior absor¢ao de luz por INV.

4.11. Crescimento do filme PAH/GOX/INV

As Figuras 43 e 44 ilustram, respectivamente, o espectro UV-vis e o crescimento do

filme PAH/GOx/INV, produzido nas condi¢des j4 mencionadas.
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Figura 43: Espectros UV-vis do filme PAH/GOx/INV.
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Figura 44: Crescimento do filme PAH/GOx/INV em 226 nm.
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Nas condicdes de deposi¢@o, acima do ponto isoelétrico, as enzimas possuem carga

negativa, logo o crescimento deste filme em relacdo a adsorcdo de INV sobre GOx nio se

baseia em interagdo eletrostatica. O crescimento desta camada pode estar sendo regido por

meio de ligagdes secundarias destacando as ligagdes de hidrogénio entre as enzimas. Observa-
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se ainda que entre as tricamadas 3 e 5 hd um desvio da curva, indicando possivel rearranjo da

organizag¢do do filme.

4.12. Crescimento dos filmes PAH/(GOX + INV)

Misturas das solugdes de GOx e INV, em pH 6,3 e 5,3, foram feitas a fim de investigar
a possibilidade de imobilizar ambas, juntamente com o PAH, em uma arquitetura diferente. A
seguir, as Figuras 45 e 47 ilustram o espectro de absor¢cdo de filmes PAH/(GOx + INV)
preparados nas condi¢des pH 6,3 e pH 5,3 respectivamente. O crescimento de cada um destes

filmes esta ilustrado nas Figuras 46 ¢ 48.

— 1° PAH/(GOx + INV)
——— 2° PAH/(GOx + INV)
3° PAH/(GOXx + INV)
—— 4° PAH/(GOx + INV)
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—— 6° PAH/(GOx + INV)
7° PAH/(GOXx + INV)
——— 8° PAH/(GOXx + INV)
——— 9° PAH/(GOx + INV)
——10° PAH/(GOX + INV)
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Figura 45: Espectros UV-vis do filme PAH/(GOx + INV) preparado em pH 6,3.
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Figura 46: Crescimento do filme PAH/(GOx + INV) preparado em pH 6,3.
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Figura 47: Espectros UV-vis do filme PAH/(GOx + INV) preparado em pH 5,3.
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Figura 48: Crescimento do filme PAH/(GOx + INV) preparado em pH 5,3.

Os filmes PAH/(GOx + INV) foram analisados também por espectroscopia de

fluorescéncia, e os resultados estdo ilustrados pelas Figuras 49 e 50 abaixo.
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Figura 49: Espectros de emisso do filme PAH/(GOx + INV) preparado em pH 5,3. Excitagdo em 280
nm e banda de emissdo em 333 nm.
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Figura 50: Crescimento por flurorescéncia do filme PAH/(GOx + INV) preparado em pH 5,3.

Através dos graficos de crescimento (Figuras 46 e 48) pode-se observar que os filmes
apresentaram bom crescimento podendo ser empregados no biossensor. O filme preparado em
pH 5,3 exibe uma curva de crescimento onde acredita-se haver também um rearranjo das
camadas do filme (Figura 48).

Observou-se ainda um bom crescimento do filme preparado em pH 5,3 por
espectroscopia de fluorescéncia (Figuras 49 e 50), o que ndo foi possivel para o filme

preparado em pH 6,3 (resultado ndo mostrado).

4.13. Avaliacao da resposta do biossensor

Apos investigados os crescimentos de filmes com diferentes arquiteturas, empregou-se
algumas destas na producdo do biossensor para a avaliagdo da resposta deste mediante adi¢des
de glicose e sacarose.

Dentre as arquiteturas investigadas, as que apresentaram os filmes contendo misturas
das solugdes enzimaticas se mostraram os mais interessantes pelo bom crescimento

apresentado, principalmente aquela preparada em pH 5,3, sendo assim, preferidos.
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adi¢des de glicose e sacarose, sob leve agitagao.
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Figura 51: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) do sistema ITO/PB/PAH/(GOx + INV);y em pH
6,3 mediante adi¢cdes de glicose e sacarose.
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Figura 52: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) do sistema ITO/PB/PAH/(GOx + INV);y em pH
5,3 mediante adi¢des de glicose e sacarose.
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Os sistemas produzidos em pH 6,3 e pH 5,3 (Figuras 51 e 52) mostraram-se sensiveis
apenas a adi¢@o de glicose. Para tentar solucionar o problema e garantir uma maior quantidade
de INV em relagdo a GOx testou-se o sistema com a mistura das solugdes em pH 5,3 nas
concentragdes de 5 mg/mL de GOx e 1 mg/mL de INV na constru¢do do filme, como ilustra a

figura abaixo.

Corrente (uA)

ITO/PB/PAH/(GOx + INV),, pH 5,3

{ 100 uL Sacarose 50 mmol/L
{ 100 uL Glicose 50 mmol/L

T T T T T T T T T
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Figura 53: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) do sistema ITO/PB/PAH/(GOx + INV);, em pH
5.,3. Solugdo da mistura: GOx (5 mg/mL) e INV (1 mg/mL).

Como se pode observar, os sistemas [TO/PB/PAH(GOx + INV);o em pH 5,3 e pH 6,3
ndo respondem as adi¢des de sacarose, apenas a adigdes de glicose. Podem ser consideradas
as seguintes possibilidades: de que a INV esteja sofrendo mudangas conformacionais quando
imobilizada junto com GOx e, portanto, perde a atividade, ndo gerando a-glicose para a
seguinte catalise de GOx; de que, sabida que a atividade de GOx para a-D-glicose ¢ muito
menor do que para a B-D-glicose, quando imobilizada nesta configuragdo a atividade de GOx
¢ perdida para com esta’; ou ainda, uma vez que tal atividade ¢ baixa, assim como a

quantidade de GOx que ¢ imobilizada, o sinal produzido pode ser muito pequeno, estando

I No teste de atividade de GOx para com a-D-glicose, a enzima estava “livre”, sendo que em condig¢des de
temperatura e pH, a enzima livre possui 100% de atividade para com seu substrato.
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abaixo da capacidade de detec¢do da técnica. Logo, a fim de solucionar os possiveis
problemas, investigou-se o emprego da enzima mutarrotase (MUT).

Os resultados que se seguem sdo acerca da utilizagdo da enzima mutarrotase (MUT)
para a detecg¢do de glicose e sacarose, no sentido de contornar o problema referente a baixa
atividade de GOx para a-D-glicose. Entretanto, no decorrer do trabalho, a quantidade de
glicose oxidase se esgotou, e segundo o fornecedor, ndo era mais comercializada com a
mesma quantidade de unidades por miligrama. Utilizou-se entdo, para os resultados que se
seguem, glicose oxidase da marca Fluka 118 U/mg.

No que diz respeito aos testes envolvendo a enzima mutarrotase, testou-se o sistema
ITO/PB/PAH/(GOx + INV);p em pH 5,3 envolvendo MUT em solucgdo, preparadas em
tampao fosfato 10 mmol/L e pH 7,2, uma vez que o 6timo de atividade da mutarrotase esta
proximo a pH 7,4. Duas concentragdes distintas de MUT (0,2 mg/mL e 2 mg/mL) foram

testadas e os resultados estdo ilustrados nas Figuras 54 e 55.

1,0

ITO/PB/PAH/(GOx + INV)10 pH 5,3

45| ©om 500 L de MUT (0,2 mg/mL pH 7,2)
,5

w b

-0,5 4

Corrente (uA)

-1,0 4

l 100 pL Sacarose 10 mmol/L pH 7,2

_1’5_
i 100 pL Glicose 10 mmol/L pH 7,2

-2,0

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000
Tempo (s)

o+

Figura 54: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB/PAH/(GOx + INV);, pH 5,3 com 500
uL de MUT 0,2 mg/mL pH 7, 2 em solug¢fo. Eletrélito: Tampao fosfato 10 mmol/L pH 7,2.
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0,5
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Figura 55: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB/PAH/(GOx + INV);, pH 5,3 com 50
pL de MUT 2 mg/mL pH 7,2 em solugdo. Solugdo eletrolitica: Tampao fosfato 10 mmol/L pH 7,2.

Dos resultados mostrados nas Figuras 54 e 55, ndo se observa mudangas de corrente
devido a adi¢des de sacarose ao sistema contendo escolhido ITO/PB/PAH/(GOx + INV);o em
pH 5.3 e mutarrotase em solugdo. E possivel que a velocidade do processo de mutarrotagio
seja lenta de tal maneira que ndo ¢ possivel observar mudangas de corrente no intervalo de

tempo investigado.

5.14 Teste em bebidas comerciais

Devido o sistema escolhido como configuracdo do biossensor ITO/PB/PAH/(GOx +
INV),o em pH 5,3 ndo apresentar resposta mediante a adi¢do de sacarose, optou-se por testar a
adi¢do de aliquotas de sucos comerciais, utilizando o filme PAH/INV com GOx presente na
solugdo eletrolitica, uma vez que esta foi a unica configura¢do que apresentou mudancas de
corrente elétrica decorrentes da adi¢do de sacarose (Figura 32). Para isso utilizou-se o filme
referido com 10 bicamadas ¢ 500 pL de GOx a 0,5 mg/mL em pH 5,3 junto a solugdo

eletrolitica de tampao acetato 10 mmol/L pH 5,3.
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Utilizaram-se sucos comerciais de dois sabores uva e uva /ight de uma dada marca.
Através de amperometria a 0,0 V em relacdo ao ECS, foram feitas adi¢des de 100 uL de uma
solugdo de suco diluida. Para tal, fora diluido 100 pL de suco puro em 900 puL de tampio
acetato 10 mmol/L e pH 5,3.

As figuras a seguir ilustram respectivamente a resposta amperométrica de

ITO/PB/(PAH/INV)o e ITO/PB com e sem GOx em solu¢do, mediante adi¢des de solucio de

suco de uva.

ITO/PB/PAH/INV + 500 uL de GOx (0,5 mg/mL)

i

Corrente (nA)

i 100 pL de solugdo de suco de uva

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Figura 56: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB/(PAH/INV);o com 500 pL de GOx 0,5
mg/mL pH 5,3 em solu¢@o. Adi¢des de solugdo de suco de uva.
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ITO/PB + 500 uL de GOx (0,5 mg/mL)

Corrente (uA)

100 pL de solugdo de suco de uva

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Figura 57: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB com 500 uL de GOx 0,5 mg/mL pH
5,3 em solugdo. Adicdo de solugdo de suco de uva.
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Figura 58: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB sem GOx. Adi¢des de solugdo de suco
de uva.

Destes resultados nota-se que nos sistemas contendo GOx em solucdo, independente
da presenca de INV ou ndo, uma grande queda de corrente ¢ verificada, o que ndo acontece
para o sistema contendo apenas o eletrodo modificado (Figura 58). Uma vez que o principal
substrato de GOx ¢ a glicose, acredita-se que queda de corrente registrada deva-se a uma

grande presenca de glicose no suco de uva desta marca.
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Para esta mesma marca, testou-se ainda o suco de uva /ight, onde as Figuras 59, 60 e

61, ilustram os resultados obtidos.

ITO/PB/PAH/INV + 500 uL de GOx (0,5 mg/mL)

'

Corrente (uA)

¢ 100 pL de solucdo de suco de uva light

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Figura 59: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB/(PAH/INV);, com 500 pL de GOx 0,5
mg/mL em solucdo. Adi¢des de solucdo de suco de uva light.

ITO/PB + 500 uL de GOx (0,5 mg/mL)

|

Corrente (uA)
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Figura 60: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) de ITO/PB com 500 uL de GOx 0,5 mg/mL em
solucdo. Adigdes de solugdo de suco de uva /ight.
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Figura 61: Resposta amperométrica (0,0 V vs ECS) ITO/PB sem GOx. Adigoes de solucdo de suco de
uva light.

Da mesma forma como para adigdes de suco de uva, para o suco de uva /ight, ha uma
grande queda de corrente apenas para os sistemas que contem GOx em solucdo, logo se
atribui tal resposta a uma forte presenca de glicose em sua composicao.

Uma rapida comparagdo entre as Figuras 56 e 59, que consistem respectivamente de
amperometrias contendo o sistema ITO/PB/(PAH/INV);y com GOx em solu¢do mediante
adi¢cdes de suco de uva convencional e /ight, tem-se para um intervalo qualquer de medida,
uma variag@o de corrente maior para o suco convencional. Como discutido anteriormente, se a
queda de corrente observada para estes dois tipos de suco estiver relacionada principalmente a
presenca de glicose, a diferenca de corrente mencionada indica uma menor presenca de
glicose no suco de uva light, o que lhe confere tal caracteristica.

Por fim, conclui-se, que uma analise mais elaborada da concentragdo de glicose e
sacarose em bebidas comerciais ¢ um tanto complexo, uma vez que estes sucos possuem

diversos componentes em sua composic¢ao, inclusive possiveis interferentes.
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Capitulo 5

5. Considerac¢des Finais

5.1.Conclusodes

Através dos resultados apresentados, conclui-se que € possivel construir filmes LbL de
maneira efetiva, de PAH junto com as enzimas GOx e INV em diversas arquiteturas visando o
desenvolvimento do biossensor. Conclui-se ainda que as enzimas exibem atividade quando
imobilizadas individualmente e utilizando eletrodos modificados com Azul da Prussia ¢
possivel detectar amperometricamente glicose e sacarose.

A melhor configuragdo de biossensor ¢ o sistema ITO/PB/PAH/(GOx + INV)
preparado com a mistura das enzimas em pH 5,3, pois o filme apresenta um bom crescimento
e altos indices de absorbancia, sugerindo que ambas enzimas estdo imobilizadas; entretanto,
nesta configuracdo o sistema responde apenas a glicose. A auséncia de resposta em relagdo a
sacarose pode estar relacionada a perda de atividade de INV quando imobilizada junto a GOx,
a baixa atividade de GOx para a-D-glicose, gerada na catélise de sacarose, reduzindo-se ainda
mais quando imobilizada na forma de filme, ou ainda, do fato desta mesma baixa atividade de
GOx nao produzir resposta suficientemente detectavel, uma vez que a quantidade de enzima
que ¢ imobilizada em filme é muito pequena.

Para os testes envolvendo amostras reais, isto € sucos, utilizou-se o sistema
ITO/PB/PAH/INV com GOx em solucdo, uma vez que este fora o Unico sistema apto a
detectar a presenga de sacarose.

Estes testes sugerem fortemente a presenga de glicose, devido as grandes variagdes de
corrente elétrica observadas, comportamento observado em todos os sistema no qual fora

adicionada glicose, uma vez que esta € o principal substrato para glicose oxidase. Entretanto,
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sua quantificagdo, nesse momento ¢ dificil, uma vez que os sucos sdo amostras complexas
podendo possuir uma série de compostos interferentes a este tipo de medida.

Por fim, muitos dos objetivos deste trabalho foram alcancados, principalmente em
relacdo a fabricagdo e caracterizacdo de filmes contendo glicose oxidase e invertase, além do

emprego destes filmes na deteccdo de glicose e sacarose, embora ndo simultanea.

5.2.Perspectivas

Diversos métodos ou materiais podem ser empregados no aprimoramento do
biossensor aqui descrito. Como o desenvolvimento de novas arquiteturas, ou até mesmo a
utilizacdo de outro polieletrélito, como o poli(etileno imina) PEI, na fabricagdo dos filmes.
Ressalta-se ainda a possibilidade de realizar medidas amperométricas em fluxo. Destaca-se
também a possibilidade de incorporar as enzimas em camadas lipidicas, para maior

conservagdo da atividade enzimatica, para o desenvolvimento do biossensor.
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