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RESUMO

O tratamento de malaria causado por Plasmodium vivax, um dos farmacos utilizados ¢é a
Primaquina uma droga efetiva no combate as formas parasitarias incubada no figado. Porém,
este farmaco pode induzir a hemolise em individuos com deficiéncia da Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (G6PD), que afeta milhdes de pessoas no mundo. A deficiéncia da G6PD ¢
uma eritroenzimopatia causada pelo bloqueio da via enzimatica do monofosfato hexose que
leva ao acumulo de peroxido de hidrogénio causando danos oxidativos ao eritrécito, € uma
das mais frequentes enzimopatias conhecidas, variando desde um quadro clinico
assintomético a anemia hemolitica crbnica ou aguda, colecistite, ictericia e granulomatose
crénica. O uso dos biossensores na deteccdo desta doenca tem sido de grande aplicabilidade
devido as vantagens que oferece. Tendo em conta essas vantagens que apresentam 0s
biossensores, no presente projeto foram desenvolvidos cinco tipos de sensores eletroquimicos
baseados na imobilizacdo da enzima G6PD, tendo como finalidade a sua atividade enzimatica.
Para a execucdo dos trabalhos foram empregados como eletrodos de trabalho ouro e carbono,
depositando sobre as suas superficies a mistura de diferentes compositos, Dihexadecil Fosfato
(DHP), Oxido de grafeno (OG), Nanoparticulas (NPsAu): DHP-OG, DHP-NPsAu, DHP-OG-
NPsAu os quais foram caracterizados e estudados os efeitos que exercem sobre a imobilizacéo
da enzima. Os biossensores foram caracterizados usando técnicas como, voltametria ciclica
(VC), voltametria de onda quadrada (SWYV), espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) e a topografia da superficie e sua estrutura usando técnicas como, microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS), espectroscopia
no infravermelho por transformada Fourier variante reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e
espectrofotometria no ultravioleta visivel (UV-Vis) juntados a técnica de angulo de contato
para saber a molhabilidade. As curvas analiticas foram realizadas por voltametria de
diferencial de pulso (DPV) e SWV com os pardmetros otimizados para cada técnica e
avaliados em PBS 0,1 mol L, pH= 7,6 com adi¢des de C(NAD™) 3x10* mol L a diferentes
volumes na célula eletrolitica. A linearidade mostrou-se desde 7,5x107 a 6,0x10° mol L*
com R? entre 98 e 99 %, os limites de deteccido LD e LQ na ordem de 10° mol L. Os
biossensores mostraram ser estaveis por seis dias.

Palavras-chaves: Biossensores, G6P, DHP, D6PD, NAD"
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ABSTRACT

For the treatment of malaria caused by Plasmodium vivax, one of the drugs used is
Primaquina an effective drug in combating the parasitic forms incubated in the liver.
However, this drug may induce hemolysis in individuals with Glucose-6-Phosphate
Dehydrogenase (G6PD) deficiency, which affects millions of people worldwide. G6PD
deficiency is an erythroenzymepathy caused by blockage of the enzymatic pathway of the
monophosphate hexoses. That leads to the accumulation of hydrogen peroxide causing
oxidative damage to the erythrocyte, which is one of the most frequently known
enzymopathies, ranging from an asymptomatic clinical picture to chronic or acute hemolytic
anemia, cholecystitis, jaundice, and chronic granulomatosis. The use of biosensors (modified
sensors with biological material closely linked to the surface of a transducer) for the detection
of this disease has been of great applicability due to the advantages it offers, being able to
highlight: sensitivity, rapid responses, and low cost. Considering these advantages and the
need for detection devices, the present project was developed five types of electrochemical
sensors based on polymeric composites for immobilization of the enzyme G6PD, to develop
low-cost biosensors for the detection of enzymatic activity. For the execution of the work,
gold and carbon were used as working electrodes, depositing on their surfaces a mixture of
different composites, Dihexadecyl Phosphate (DHP), Graphene Oxide (OG), Nanoparticles
(NPsAu): DHP-OG, DHP- NPsAu, DHP-OG-NPsAu which were characterized and studied
the effects they exert on the immobilization of the enzyme. The biosensors were characterized
using techniques such as cyclic voltammetry (VC), square wave voltammetry (SWV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIE), and the surface topography and its structure
using techniques such as scanning electron microscopy (SEM), spectroscopy dispersive
energy (EDS), infrared spectroscopy by Fourier transform variant attenuated total reflectance
(FTIR-ATR) and ultraviolet-visible spectrophotometry (UV-Vis) combined with the contact
angle technique to know the wettability. Analytical curves were performed by differential
pulse voltammetry (DPV) and SWV with the parameters optimized for each technique and
evaluated in PBS 0.1 mol L, pH= 7.6 with additions of C(NAD") 3x 10 mol L™ at different
volumes in the electrolytic cell. Linearity ranged from 7.5x107 to 6.0x10° mol L with R?
between 98 and 99 %, detection limits LOD and LOQ in the order of 10® mol L™ The
biosensors were shown to be stable for six days.

Keywords: Biosensors; G6P, DHP, G6PD, NAD".
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1. INTRODUCAO

A malaria considerada um problema de salde publica em mais de 107 paises é
uma doencga parasitaria endémica, que no ano 2020 afetou aproximadamente 241 milhdes de
pessoas em todo o mundo, causando aproximadamente 627 mil mortes, a maioria crian¢as
(OMS, 2021). No Brasil, ¢ uma doenca comum na regido amazonica, composta pelos estados
da Regido Norte, Maranhdo e Mato Grosso. (VENTURA, 1999; FREVERT & NARDIN,
2005; OLIVEIRA-FERREIRA, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Em 2020, foram
notificadas no territério nacional 145.188 casos de malaria, uma reducdo de 7,8% em relacéo
a 2019, quando foram registrados 157.452 casos da doenca (MINISTERIO DA SAUDE,
2021). Para o tratamento de malaria por Plasmodium vivax, utiliza-se antimalaricos, drogas
efetivas no combate as formas parasitarias que se instalam no figado (BUCHACHART,
2001). Porém, podem induzir a hemolise em individuos com deficiéncia de G6PD (LIMA et
al., 2001; REY, 2001). Para individuos que apresentam a deficiéncia de G6PD, a dose deve

ser reduzida e administrada por um tempo maior (OMS, 2016).

A Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) possui localizagdo citoplasmatica
responsavel pela catalise da primeira etapa da via metabolica da hexose monofosfato, que atua
no primeiro passo do ciclo das hexoses, participando da producdo de NADPH. O NADPH é
de grande importancia para a manutencdo da estrutura tridimensional das proteinas da
membrana eritrocitaria, atuando como doadora de hidrogénio em vérias vias metabdlicas
(SOARES et al., 2013). Atua especialmente na manutencdo da integridade dos eritrocitos,
evitando a oxidacao da hemoglobina e de outras proteinas celulares assim, o eritrocito maduro
em seu metabolismo utiliza a glicose como principal fonte para gerar energia (ATP) e
potencial redutor (NADPH), metabolizada por meio da via glicolitica e pela via das pentoses-
fosfato (LUZZATO & METHA, 1995). A deficiéncia da G6PD é um sério problema de salde
no Amazonas, 0 que justifica priorizar iniciativas direcionadas ao controle e detec¢do desta
doenca hereditaria devido a existéncia de uma estreita relacdo entre a resposta aos tratamentos
contra a Maléria e a presenca desta doenca. No ano 2013, a Secretaria de Vigilancia em Saude
fez um chamamento publico a comunidade cientifica através da PORTARIA N° 21, de 2 de
outubro do ano mencionado para submetimento de projetos aplicados em vigilancia em salde,
onde somente um deles tratava a deteccdo do déficit da G6PD sob autoria do Hospital

Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado. Motivados pela escassa
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geracdo de projetos e centrado no principal foco endémico do estado do Amazonas, 0 objetivo
é ampliar esse espectro de opgdes de detec¢do da doenca.

Por outro lado, o uso dos biossensores e equipamentos para a detec¢do do déficit
enzimatico, tem facilitado a prontidao das anélises, mas os encontrados no mercado sdo caros
e impedem a massificacdo do teste para areas isoladas dos grandes centros populacionais.
Visando nestas regides isoladas de maior incidéncia de Malaria e visto como o tratamento em
pacientes com malaria e com déficit da G6PD se faz dispendioso, o presente projeto visa
desenvolver biossensores de baixo custo para deteccdo da deficiéncia da G6PD que representa

hoje no Amazonas e no mundo um importante problema de saude publica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolvimento de biossensor eletroquimico de baixo custo para identificacdo

da deficiéncia da Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PD), baseado em compdsitos

poliméricos da enzima para determinar sua atividade enzimatica.

2.2. Objetivos Especificos

Vi.
Vii.

viii.

Caracterizar os eletrodos de trabalho usados na fabricacdo dos biossensores.
Preparar os eletrodos modificados
I.  Otimizar quantidades para producdo dos biossensores
Il.  Obter os eletrodos com os compoésitos DHP-OG, DHP-NPsAu, DHP-OG-
NPsAu nos diferentes substratos.
Desenvolver metodologia de imobilizacdo da camada biologicamente ativa sobre 0s
substratos.
Caracterizar os eletrodos modificados
I.  Estruturalmente, mediante o uso de técnicas como: FTIR- ATR, UV-Vis, EDS.
II.  Morfoldgica e superficialmente empregando técnicas como: MEV e Angulo de
contato.
I1l.  Eletroquimicamente mediante o emprego de técnicas como: VC e EIE.
Estudar resposta eletroquimica dos biossensores na reacédo catalitica.
Realizar curva analitica.
Determinar os limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ).

Estudar a estabilidade dos biossensores depois de ser armazenados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Enzimas

Parte da historia da bioquimica refere-se a pesquisa em enzimas. Enzimas séo
moléculas (ou complexos moleculares) que aceleram uma reagdo quimica por meio da ligacdo
ao(s) reagente(s) em posicdes e circunstancias que aumentem a probabilidade e velocidade da
reagdo por um fator de 10° até 10'* vezes mais do que uma reacdo nio catalisada (DALLA-
VECCHIA et al., 2004).

Até recentemente, admitia-se que todos os catalisadores bioldgicos (enzimas)
fossem proteicos. Entretanto, hd pouco mais de uma década, foram caracterizadas certas
reacOes celulares que tém como catalisadores determinadas moléculas de RNA, as quais
apresentam um comportamento semelhante ao das proteinas enzimaticas obedecendo também
a cinética de Michaelis Menten. Seu emprego nas reacGes metabdlicas, entretanto, esta restrito
a alguns casos especiais (MARZZOCO & TORRES, 1999). As enzimas desempenham um
importante papel funcional em alimentos e medicamentos, assim como em sistemas

bioldgicos.

O uso crescente desses catalisadores em processos industriais deve-se a alta
sensibilidade e especificidade de suas rea¢fes quimicas, bem como ao avanco das pesquisas
em genética, somados a tecnologia de processos fermentativos, na area de producdo de
enzimas (MONTEIRO & SILVA, 2009). Segundo Vitolo e Roche (1998), a utilizagcdo de
enzimas em escala industrial ¢ de fundamental importancia, devendo ser analisada, no
entanto, a relacdo custo/beneficio. A atividade catalitica de uma enzima proteica, deste ponto
em diante denominado somente enzima, provém de uma estrutura terciaria precisa, altamente
ordenada, que se justapde aos grupamentos especificos dos aminoacidos de tal modo a formar
sitios estereoespecificos de ligagdes com o substrato e cofatores. A atividade catalitica da
enzima depende da integridade da sua conformacgdo molecular nativa e geralmente se perde
caso a enzima seja desnaturada ou dissociada em subunidades (quando possuir estrutura
quaternaria) (LEHNINGER et al., 1995).
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A maioria das reagdes quimicas se processa a uma velocidade maior com a
elevagdo da temperatura. ESse aumento na temperatura proporciona uma maior energia
cinética as moléculas de reagente, ocasionando um maior nimero de colisées por unidade de
tempo, porém, no caso de reacGes enzimaticas 0 excesso de energia cinética pode causar
desnaturagdo da enzima através do rompimento de sua estrutura terciaria, e consequente perda
de atividade catalitica (SEGEL, 1979). Segundo Hall (1996), na maioria dos casos, a
solubilidade de uma enzima é aumentada com o0 aumento da temperatura desde que esta esteja
situada na faixa de 0 a 40-50 °C, mas acima desse limite de temperatura a enzima podera ser
desnaturada modificando-se as ligacGes ndo covalentes envolvidos na estabilizagdo das suas
estruturas secundaria e tercidria, como por exemplo: ligagdo de hidrogénio, interacbes
hidrofobicas e eletrostaticas. Quando as estruturas secundéria e terciaria de uma proteina séo
desnaturadas, os grupos hidrofobicos interagem entre si e reduzem a hidratacdo da molécula.
Essas interagdes hidrofébicas levam a agregacdo, seguida de coagulacdo e precipitacdo. Em
baixas temperaturas pode também ocorrer em alguns casos, a desestabilizagdo das proteinas.
Isto ocorre quando o principal fator de estabilizacdo da estrutura terciaria de uma enzima
ocorre por interacdes hidrofobicas. Esta interacdo é mais fraca quando submetida a baixas
temperaturas. Pode-se ainda observar que em alguns casos, baixas temperaturas provocam
dissociacdo de subunidades de oligdbmeros proteicos e desestabilizam a proteina. A quantidade
de calor necesséaria para desnaturar uma enzima varia de acordo com a molécula. Esse
processo depende também do pH, forca i6nica do meio e presenca de outros componentes
como agentes tensoativos. Por exemplo, em valores de pH extremos, bem como em valores de
pH préximos ao ponto isoelétrico, a quantidade de calor necessaria para desnaturar uma
enzima é diminuida. Portanto, como a estrutura nativa de uma enzima é importante para sua
funcionalidade, é fundamental trabalhar em temperaturas nas quais a mesma apresente-se
estavel (HALL, 1996).

3.1.1. Classificagdo e nomenclatura das enzimas

A International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) definiu

critérios para a classificacdo e denominacédo das enzimas.

i. A cada enzima foi atribuido um “nimero EC” (de Enzyme Commission) que contém 4

nameros separados por pontos (EC W.X.Y.Z). Os numeros W, X e Y referem-se,
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respetivamente, a classe, subclasse e sub-subclasse e 0 nimero Z é especifico de cada
enzima.

ii.  Ate fevereiro/2020 estavam classificadas 6461 enzimas que podem ser consultadas em
(ARTIMO et al., 2012).

iii. Em geral uma mesma enzima tem varios nomes e a nomenclatura ndo é isenta de
ambiguidade; a atribuicdo de um numero E as enzimas é uma tentativa de resolver
essa ambiguidade (MURRAY, 2013).

Foram definidas 6 classes, segundo mostrado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Classificacdo internacional das enzimas (LEHNINGER et al., 2014)

No. classes Nome das classes Tipo de reacéo catalisada

1 Oxi-redutases Catalisam oxidac@es e redugdes

2 Transférases Catalisam a transferéncia de porc¢des, como grupos glucosilo,
metilo ou fosforilo.

3 Hidrélases Catalisam a divisdo hidrolitica de C—C, C—O, C—N e outras
ligagBes covalentes.

4 Liases Catalisam a divisdo de C—C, C—O, C—N e outras ligagdes

covalentes mediante eliminag&o de atomo, deixando ligacdo

dupla.

5 Isomérases Catalisam mudancas geométricas ou estruturais dentro de uma
molécula.

6 Ligases Catalisam a unido de duas moléculas em reacdes acopladas a

hidrélise do ATP.

iv. A classificacdo é de tipo funcional: diferentes proteinas (com estrutura diferente), mas
com a mesma atividade catalitica (como as isoenzimas) tém 0 mesmo nome e nimero
E.

Apesar da clareza do sistema IUBMB, os nomes séo longos e um tanto dificil de
decorar, de modo que as enzimas ainda sdo geralmente referidas pelo nome tradicional,
embora as vezes ambiguo. A designacdo IUBMB para hexoquinase ilustra tanto a clareza de
seu sistema quanto suas complexidades: o0 nome que o IUBMB atribui a hexocinase é ATP:

D-hexose-6-fosfotransferase EC 2.7.1.1, que identifica a hexoquinase como membro da classe
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2 (transferases), subclasse 7 (transferéncia de um grupo fosforil), sub-subclasse 1 (alcool é o
aceitador de fosforil) e "hexose-6" indica que o alcool fosforilado esta no carbono seis de uma

hexose; no entanto, ainda é chamado hexocinase (MURRAY, 2013).

3.1.2. A enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49) Figura 3.1, primeira
enzima da via das pentoses fosfato, catalisa a oxidacdo de glicose-6- fosfato utilizando
NADP™ gerando pentoses (Equacdo 1) para a sintese de nucleotideos, assim como NADPH
para utilizacdo em biossinteses redutivas e protecdo contra estresse oxidativo (ROWLAND et
al., 1994; COSGROVE et al., 1998; OZER et al., 2001).

Glicose-6-fosfato + NADP*5¢%5, 6-fosfo-D-glucono-é-lactona + NADPH + H* 1)
« _
o IS NADP*
K (coenzima)

{(substrato)

Figura 3.1. Estrutura da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) ligada ao substrato e a
coenzima NADP* nos sitios especificos (VOUGHT et al., 2000).

Estudos sobre o mecanismo da atividade catalitica da G6PD Figura 3.2,
mostraram que o aminoacido HIS 240 age como base subtraindo o préton da hidroxila C1 da
G-6-P, enquanto o aminoacido ASP-177 estabiliza a carga positiva formada no estado de
transicdo de HIS-240 para que a transferéncia do préton H1 ao anel piridinico do NADP*
ocorra (COSGROVE et al., 1998).
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NADP* catalitico, sitio de ligagdo

Substrato G6P sitio de ligagio

NADP* sitio estrutural

Figura 3.2. A- Local de ligacdo da G6P a G6PD; B e C- Sitio estrutural da coenzima NADP*
e em verde as interacdes eletrostaticas, empilhamento hidrofébico e ligacGes de hidrogénio;
D- Sitios marcados de ligacdo dos substratos (KOTAKA et al., 2005; WANG et al., 2008).

Esta enzima hidrofilica € muito antiga na evolucédo é amplamente encontrada na
natureza, estando presente em todos os organismos viventes desde leveduras e protozoarios
até plantas e animais. Na maioria das espécies, a G6PD apresenta uma subunidade com massa
molar de 50 - 60 kDa, correspondendo a aproximadamente 500 residuos de aminoacidos. Esta
enzima normalmente aparece na forma de dimeros ou tetrdmeros (ROWLAND et al., 1994),
sendo que as G6PDs provenientes de Leuconostoc mesenteroides e Saccharomyces cerevisiae
sdo dimeros (COHEN & ROSEMEYER, 1969; ZAITZEVA et al., 1997), enquanto que a
humana constitui em um equilibrio dimero - tetrdmero (ROWLAND et al., 1994). O pH 6timo
de atividade da enzima G6PD é aproximadamente 7,8 e o ponto isoelétrico é 4,6 (ISHAQUE
etal., 1974; OLIVE & LEVY, 1975; ROWLAND et al., 1994).

3.1.2.1. Deficiéncia da G6PD

A deficiéncia enzimatica de G6PD corresponde a uma das enzimopatias mais

frequentes em humanos, 400 milhdes de pessoas afetadas no mundo (Figura 3.3) tendo como
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resultando mais de 400 mutagfes genéticas diferentes (PEREIRA et al., 2019; SALLES et al.,
2021). Todas as racas sdao afetadas por diferentes variantes de G6PD (Tabela 3.2) com a
maior prevaléncia observada em africanos, asiaticos e no mediterraneo. A variante asiatica e
mediterranea gera uma forma de deficiéncia mais severa que a encontrada entre os africanos,
pois a atividade da G6PD € reduzida desde a formacdo das hemécias, levando a niveis
insuficientes para a protegdo contra oxidagdo em 5 a 10 dias. Desta forma, durante as crises
hemoliticas tanto as hemacias mais novas quanto as mais velhas sdo afetadas, levando a um
quadro mais grave (LUZZATO & METHA, 1995).

Tabela 3.2. Descrigéo das classes de variantes de G6PD (WAGNER & HILL, 2015).

Classe Nivel de deficiéncia Atividade enzimatica Prevaléncia

Anemia hemolitica cronica N&do é comum; ocorre

ndo esferocitica na presenca entre populacdes.

| Severa N
de fungdo normal dos
eritrocitos
Varia; mais comum em
1 Severa Menos de 10% do normal populagbes asiaticas e
mediterraneas.
10% dos homens nos U.
I Moderada 10 a 60% do normal
S.A
v Suave e nenhuma 60 a 150% do normal Rara
Mais do que 150% do Rara
V Nenhuma

normal

Em Hong Kong e no sul da China, por exemplo, 4 a 6% da populacdo masculina
sdo deficientes, na nigeria, a prevaléncia de deficiéncia varia de 4 a 26%, com a populacéo
masculina tendo cerca de 20 a 26% (LOHR & WALLER, 1974; ODUOLA & OGUNYEMI,
2006). Apesar de ser geralmente assintomatica, a deficiéncia de G6PD pode levar a anemia
hemolitica aguda ap06s exposicdo a estresse oxidativos, ou devido a certas infecgbes como
hepatite (CHIM et al., 2001; KRZELJ et al., 2001), consumo de drogas e favas (LOHR,;
WALLER, 1974). Desta forma, diversos estudos medicos e bioquimicos envolvendo esta
enzima tém sido realizados (ISHIBASHI et al., 1999; AU et al., 2000; ALTIKAT et al., 2001;
COBAN et al., 2002).
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Figura 3.3. Distribuicdo da deficiéncia da G6PD no mundo, conforme a prevaléncia

encontrada em cada pais. Adaptado de Bréas (2017).

A deficiéncia de G6PD é uma eritroenzimopatia causada pelo bloqueio da via
enzimatica do monofosfato hexose que leva ao acumulo de peréxido de hidrogénio causando
danos oxidativos ao eritrécito. Foi descrito pela primeira vez em 1956 ao investigar-se a
reacdo incomum que ocorreu em pessoas negras apés a administracdo da Primaquina, para o
tratamento da malaria (CARSON et al., 1956). A importancia do G6PD é evidente pela sua
presenca em cada tipo de célula de todos os organismos contemporaneos, portanto sua
principal funcdo que é a geracdo do NADPH. O NADPH se torna indispensavel para a
manutencgédo dos grupamentos sulfidrilas e para a converséo do Glutatido oxidado (GSSG) em
Glutatido reduzido (GSH) em presenca da enzima Glutationa redutase (GSR) segundo
mostrado na (Equacdo 3), condi¢do essencial para a protegdo da célula contra os danos
oxidativos. A eliminacdo de H.O, da célula por meio GSH (Equacgédo 2) em presenca da
enzima Glutationa Peroxidase (GPx) requer a presenca de NADPH que no eritrécito maduro é
produzido exclusivamente pela G6PD. Durante o estresse oxidativo desencadeado por drogas
ou agentes quimicos ambientais, a presenga da coenzima é vital para eliminagdo de radicais

livres ativos e hidroperoxidases (BEUTLER, 1994). A auséncia completa de G6PD é
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incompativel com a vida, o que é demonstrado pela auséncia de mutacfes envolvendo a
abolicdo completa da funcéo enzimatica (VULLIAMY, 1992).

GSH + H20, S »GSSG + H20 )
GSSG + NADPH S8R » GSH + NADP* ©)

Na Tabela 3.3 se mostram um resumo das drogas que podem induzir a estresse

oxidativo.

Tabela 3.3. Familia de farmacos que podem induzir hemélise em individuos com deficiéncia
de G6PD (FRANK, 2005).

Antimalaricos Sulfonamidas Nitrofuronas Analgésicos Outros
_ _ o _ Acido _
Primaquina Sulfamilamina Furadantina o Dimercaprol
Acetilsalicilico
) ) o - Azul de
Pamaquina Acetilsulfanilamida Furoxona Acetanilida )
Metileno
Penaquina Sulfacetamida Altafur Fenacetin Naftaleno
: N . i Acido
Plasmoquina Sulfametoxipiradizina Furacin Piramido ] L
aminosalicilico
Atebrina Azulfidina Nitrofurantoina Antipirina Vitamina K
Quinina Gantrisina Nitrofurazona  Acetofenitidina Cloranfenicol

O risco de heranca genético para cada mutacdo ocorre da seguinte maneira: cada
filho (do sexo masculino) de uma mae portadora de uma mutacdo no gene G6PD possui uma
chance de 50% de ser afetado e cada filho (sexo feminino) possui uma chance de 50% de ser
portadora. As filhas de um pai afetado serdo portadoras, mas os filhos ndo serdo afetados, pois

um pai afetado ndo contribui com um cromossomo X para seus filhos.

3.1.2.2. Diagnastico

Um grande nimero de métodos bioquimicos qualitativos e quantitativos, além da
analise molecular, estdo disponiveis para o diagnostico da deficiéncia de G6PD; dentro das

avaliagdes qualitativas, os métodos utilizados s&o a determinacédo da atividade G6PD no papel
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filtro utilizando técnicas fluorescentes, e o método indofenol-diclorofenol (DPIP). Na
medicdo da mancha de papel do filtro, o NADPH gerado na reagdo por pessoas nao
deficientes de G6PD ¢ detectado visualmente a luz UV, enquanto no método DPIP a presenca
de G6PD por descoloracdo de marcadores € detectada em um momento especifico
(BEUTLER et al., 1962; BERNSTEIN, 1962; BETKE et al., 1967). Quantificagdo enzimética
envolve medicdo espectrofotométrica de NADP para reducdo de NADPH na presenca de G6P
e hemolisado (BEUTLER & YOSHIDA, 1988). A deteccdo da deficiéncia de G6PD durante
estados de hemolise aguda pode causar dificuldades, pois os reticuldcitos sdo muito ricos na
enzima. Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, foram utilizadas
diferentes metodologias que permitiram conhecer as causas moleculares que levam a
deficiéncia de G6PD, dentro delas estdo: o alelo PCR especifica, a analise do polimorfismo
conformal de cadeia Unica (SSCP), identificacdo de polimorfos de restricdo de comprimento
variavel (RLFP) e microarranjos (XU et al., 1995; DU et al., 1999; DAL BORGO et al., 2000;
MAFFI et al., 2002; BANG-CE et al., 2004). Esta medicdo ndo deve ser realizada apds
eventos que possam levar a falsos negativos tais como: transfusdes de eritrocitos, pela
presenca de eritrécitos exogenos funcionais; e episédio hemoptico agudo, porque 0s

eritrécitos antigos foram hemolisados e apenas novos eritrcitos funcionais permanecem.

3.1.2.3. Aplicagdes da G6PD

O mercado da enzima G6PD movimentou 7 milhGes de dolares no mercado
mundial de kits, no ano de 1995, e foi a quarta enzima mais comercializada para esse fim
(GODFREY & WEST, 1996). Usando a G6PD é possivel determinar glicose na presenca de
outros sacarideos, como a frutose (CHATEL et al., 1996), além disso, a G6PD pode ser
empregada para a determinacdo de glicose em sistema de reator em fluxo continuo, pois o
NADPH formado pela reacdo enzimatica pode ser facilmente detectado
espectrofotométricamente ou fluorométricamente (FREY et al., 1999; MORI et al., 1999).
Essa enzima pode detectar baixissimos niveis de estreptavidina e biotina por ensaios de
bioluminescéncia em reacdes de hibridizacdo de DNA, sem perda da atividade enzimatica. A
G6PD também apresenta grande interesse como reagente analitico, sendo utilizada em varios
ensaios quantitativos incluindo a determinacdo de atividade de creatina-quinase para
diagndstico de doencas cardiacas e de musculo esquelético, medidas de concentracdo de

hexoses, e marcador de enzima imunoensaios (LOJUOICE et al., 2001).
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Como biossensor (Tabela 3.4), a G6PD pode monitorar rapidamente a
concentracdo de glicose-6-fosfato no sangue com menor custo e consumo de tempo do que 0s
métodos cromatograficos e espectroscopicos. Esse monitoramento é importante porque ele
pode refletir diretamente a atividade relativa da G6PD na via metabdlica e tem sido utilizado
para o controle de G6PD em eritrocitos humanos e em células de figado de ratos (BASSI et
al., 1999). Existem equipamentos baseados no principio de biossensores usados ja na
avaliacdo da atividade enzimatica da G6PD exemplo: careSTART™ G6PD biosensor, point-
of-care (POC) colorimetric biosensor, SD Biosensor (ROK), SD Biosensor STANDARD™
G6PD analyser entre outros. O uso desta enzima tem sido muito expandido porem menos que
outras devido a sua purificacao industrial, que tem sido feita através de processos de multiplas
etapas, 0s quais envolvem técnicas de custo elevado como cromatografia de afinidade e
cromatografia de troca i6nica (CHAMPLUVIER & KULA, 1992; CHANG at al., 1995;
CHANG & CHASE, 1996;). Portanto, o custo desta enzima como reagente analitico é alto, o
que torna o trabalho de pesquisa na busca de alternativas que abaratem os produtos obtidos

como resultado do trabalho investigativo.
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Tabela 3.4. Proposta de alguns biossensores eletroquimicos da G6PD

; : . Mediador/ 10._5 .
Analito Enzima Camada modificada . faixa  de Referéncia
coenzima x
eteccao
PA* NAD", Parellada e
_ ina- _ 2+
Fosfato pgm+ S (L10-fenantrolina-56- Mg™, 0,6-80 M  colaboradores
G6PDH diona); Cl AMP, 1,6
difosfato (1998)
PA* NAD*, Fernandez e
_ ina- _ 2+
Fosfato PGM* Qs (1,10-fenantrolina-5,6- Mg, 06200 M colaboradores
G6PDH diona).Cl, AMP, 1,6-
difosfato (1998)
Bassi e
Tretacianoguinodimetano Mg™,
G6P G6PD NADP*, 5,0-80 M colaboradores
(TCNQ)
PEI (1999)
(Tzang e
Poli-3,4- + . colaboradores
GOP GOPD  pinidroxibenzaldeido NADP 50-800 M
(2001)
(Sahin e
G6P G6PD Polipirrol, quitosana NADP* 800 mM colaboradores
(2019)
Selmihan e
G6P G6PD Polipirrol NADP* 200 mM colaboradores
(2019)

3.2. Coenzima NADH

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) é uma coenzima encontrada em
todas as células vivas, tem a formula molecular C21H27N7014P2, sua massa molar é de 663.425
g mol™ e seu ponto de fusdo é 160° C. O composto é um dinucleotideo, pois consiste em dois
nucleotideos unidos por um par de grupos fosfato de ponte. Os nucleotideos consistem em
anéis de ribose, um com adenina presa ao primeiro atomo de carbono (posi¢édo 1') e o outro
com nicotinamida nesta posi¢cdo Figura 3.4. O grupo nicotinamida pode ser conectado em
duas orientacBes a este atomo de carbono anomérico; por causa dessas duas estruturas
possiveis, 0 composto existe como dois diastereoisdmeros e € P-nicotinamida
diastereoisdmero de NAD™ encontrado nos organismos. Estes nucleotideos sdo unidos por

uma ligacao de dois grupos fosfato através dos carbonos 5 de cada molécula da ribose.
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Figura 3.4. Estrutura quimica do NAD*

No metabolismo o composto aceita ou doa elétrons em reagdes redox. Essas
reacOes envolvem a remocao de dois atomos de hidrogénio do reagente (R), na forma de um
fon hidreto (H), e um préton (H) (GHANEM et al., 2009; SALEH et al., 2011; YOU &
JEON, 2011). O proton é langado em solugdo, enquanto RH> oxida e NAD" é reduzido a
NADH transferindo o hidreto para o anel da nicotinamida (Equacéao 4).

RHz+ NAD* —» NADH + H*+ R 4)

O ponto médio potencial do par redox NAD*/ NADH é de -0,32 volts, o que faz
do NADH um forte agente redutor. A reacdo é facilmente reversivel, quando o NADH reduz
outra molécula é reoxidada a NAD* (UNDEN & BONGAERTS, 1997). Isso significa que a
coenzima pode fazer ciclos continuamente entre as duas formas NAD* e NADH sem ser

consumida, como mostrado na Figura 3.5 (POLLAK et al., 2007).

ADP DP
Ribo” Ribo/A
NL "
l ﬁ Reduccion ’ |
—_—
.
Oxidacion

H NH, H H NH,

0

NAD'+H +2e- —> NADH

Figura 3.5. Representacdo esquematica do par redox NAD*/ NADH
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Entenda-se que a principal fungdo do NAD™ no metabolismo € a transferéncia de
elétrons de uma reacdo redox para outra. Este tipo de reacdo é catalisado por um grande grupo
de enzimas chamadas oxidorredutases. Os nomes corretos para essas enzimas contém o0s
nomes de seus substratos: por exemplo, NADH-ubiquinona oxidorredutase catalisa a
oxidagdo de NADH pela coenzima Q. No entanto, essas enzimas também sdo conhecidas
como desidrogenases ou redutase. Quando ligado ao local ativo de uma oxidorredutase, o anel
de nicotinamida da coenzima é colocado para que possa aceitar um hidreto do outro substrato
(GARRIDO et al., 2009).

Quando ligados a uma proteina, NAD* e NADH sdo frequentemente mantidos
numa estrutural conhecido como a dobra Rossmann. Esta dobra contém trés ou mais linhas
betas paralelas ligadas por duas hélices alfa na ordem beta-alfa-alfa-beta-beta. Isso forma uma
lamina beta ladeada por uma camada de hélices alfa em cada lado como mostra a Figura 3.6.
Como cada dobra Rossmann liga um nucleotideo, os dominios de ligacdo para o0 NAD™ sdo
dois pares de dobras Rossmann, com cada dobra ligando um nucleotideo dentro do cofator.
No entanto, essa dobra ndo é universal entre as enzimas dependentes de NAD®, pois
recentemente foi descoberto que uma classe de enzimas bacterianas envolvidas no
metabolismo de aminoécidos esta ligada a coenzima, mas ndo tém essa forma de vinco
(HANUKOGLU, 2015).

Figura 3.6. Dobra de Rossmann na zona da lactato desidrogenase de Cryptosporidium
parvum, com NAD® em vermelho, folhas beta em amarelo e hélices alfa em roxo
(HANUKOGLU, 2015).
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Na aparéncia, todas as formas dessa coenzima sdo po6s-amorfos brancos,
higroscopicos e muito soliveis em agua (WINDHOLZ, 1983). Os sélidos sdo estaveis se
mantidos secos e no escuro e as solugdes NAD™ sdo incolores e estaveis por cerca de uma
semana a 4° C e pH neutro, mas rapidamente se dividem em &cidos ou alcalis. Quando
degradado, formam produtos que sdo inibidores da enzima (BIELLMANN et al., 1979). Tanto
o NAD" quanto o NADH absorvem fortemente na regido do ultravioleta devido a base de
adenina, o pico de absor¢cdo NAD™ estd em 259 nm e o NADH 339 nm conforme mostrado na
Figura 3.7, diferenca no espectro que permite ser notaria a conversdo de um para outro e ser
medida por um espectrofotdometro (DAWSON, 1985; SANTHIAGO, 2010).

Absorbéancia

240 280 320 360
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.7. Espectro no UV-Visivel da coenzima NAD*/ NADH (SANTHIAGO, 2010)

3.3. Sensores Eletroquimicos

O desenvolvimento de um sensor eletroquimico de baixo custo pode contribuir
para o desenvolvimento de um dispositivo portatil para uso em regides isoladas do pais, assim
diminuindo o impacto logistico no resultado dos exames. A opg¢do por um dispositivo
eletroquimico se deu por técnicas eletroanaliticas que permitirem a deteccdo de baixas
concentragfes de um analito com um minimo de manipulacdo da amostra. O uso dos
dispositivos eletroquimicos tem gerado bastante interesse e é devido as suas caracteristicas
singulares: alta seletividade, baixo custo de construcéo, potencial miniaturizacéo e construgédo

de equipamentos simples e portateis.

Dispositivos eletroquimicos analiticos permitem a coleta de dados e obtencdo de

informagdes com manipulagdo minima do sistema estudado. Uma resposta biologica € um
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sinal mensuravel para deteccdo do analito-alvo como mostrado na Figura 3.8. De forma
geral, o sensor eletroquimico funciona a partir da especificidade e alta sensibilidade do

analito-alvo com a camada receptora (WANG, 2006).

. 105l a e —
<J 8 ro Unidade
Analito-alvo = A > Elementode  Transdutor processadora
© ~ reconhecimento  (B) de sinal (C)
(componente
biologico) (A)

Figura 3.8. Sensor eletroquimico, mostrando a organizacéo dos seus componentes funcionais
(CALIL & QUEIROZ, 2011).

A parte fundamental do sensor € o elemento de reconhecimento, usualmente
posicionada na extremidade do dispositivo, onde ocorre a interacdo do analito com o
componente bioldgico ou membrana, produzindo um sinal elétrico. Essa camada receptora
pode ser uma enzima, anticorpo, acido nucléico, polimero entre outros (PATHAK et al., 2007,
CHAMBER, 2008). A escolha da camada receptora deve seguir requisitos basicos, como
disponibilidade de um sitio reativo que possa reagir/ interagir com o analito, estabilidade nas
condicdes de medicdo e possibilidade de modificacdo/imobilizacdo sobre suporte por método

qguimico sem afetar o seu desempenho (SALGADO, 2001).

3.3.1. Biossensores Enzimaticos

O termo “biossensor” comegou aparecer na literatura cientifica no inicio de 1970,
mas anteriormente ja era comercializado e conhecido seu conceito basico. Um biossensor é
um dispositivo analitico composto de um elemento de reconhecimento bioldgico, denominado
biorreceptor, que em contato intimo a um transdutor, ira converter a concentracdo de um

determinado analito em uma resposta mensuravel (FREIRE et al., 2003). Na Figura 3.9 sdo
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apresentados os principais componentes de um biossensor. Estes podem ser classificados de
acordo com o método de deteccdo em transdutores dpticos, elétricos, eletroquimicos e
térmicos, entre outros (VO-DINH & CULLU, 2000).

%] © Bioreceptor Sinal medivel
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b3 * & q
= ’S\ Eletrodo
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. . -/ " . : Sinal elétrico
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™ Luz C(?nta orde
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reconhecimento
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Figura 3.9. Tipo de biossensores e transdutores.

Os biossensores também sdo classificados quanto ao tipo de biorreceptor em:
enzimaticos, imunossensores, genossensores etc (VO-DINH & CULLU, 2000). Em um
biossensor, é desejavel que a sua porcdo sensivel seja pequena, permitindo assim analises em
fracdes reduzidas de amostras. Isso requer uma atividade seletiva maxima ou especifica, para
determinados compostos e com minima interferéncia possivel, para que o sinal possa ser
identificavel com facilidade (VILLAVERDE, 2003; ZUCOLOTTO et al., 2007).
Biossensores eletroquimicos sdo 0s mais comuns para o uso em andlises clinicas. Esses
podem ser amperométricos, potenciométricos, condumétricos ou impedanciométricos. Dentre
esses 0s amperometricos sdo a classe mais difundida, mais numerosa e com maior sucesso
comercial em dispositivos eletronicos biomoleculares. A importancia desses dispositivos
deve-se ao fato de terem sido os primeiros nesse novo campo de biotecnologia analitica
(DZYADEVYCH et al., 2008).

Muitas sdo as enzimas empregadas em diferentes trabalhos como elementos de
reconhecimento, assim, s0 no Brasil existem inimeros de trabalhos relacionados com
eletroquimica nos quais sdo usadas. Por sO citar algum dos tantos exemplos: a enzima

peroxidase, extraida de vegetais, foi utilizada na determinacdo de glicerideos em amostras de
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biodiesel, no desenvolvimento de um biossensor potenciométrico (MOINO & VALENTE,
2012), e a enzima tirosinase polifenoloxidase, extraida do extrato bruto do fruto do abacate,
na fabricacdo de biossensores amperométricos para a deteccao de catecol (PAGLIALI, 2009),
outra enzima utilizada como elemento de reconhecimento em sensores bioeletrénicos séo as
lipases. Zibetti (2008) utilizou duas enzimas lipases, Lecitase Ultra e Lipozyme TL 100L,
para avaliar condi¢des de reacdo de hidrolise enziméatica de um substrato oleoso (ZIBETTI,

2008), todos esses trabalhos potenciaram o campo de uso dos biossensores.

3.4. Técnicas de Imobilizagéo

O processo de imobilizacdo enzimatica é de fundamental importancia para 0 bom
desempenho dos biossensores. Uma grande quantidade de enzima ativa deve estar ligada a
superficie do eletrodo (ROSATTO et al.,, 2001) fazendo com que as biomoléculas
imobilizadas apresentem maior estabilidade e maior eficiéncia se comparadas as enzimas em
solucdo. Além disso, deve-se buscar um aumento no tempo de vida dos biossensores,
controlando a temperatura e a variacdo de pH sem que ocorra uma perda consideravel da
atividade catalitica (KRAJEWSKA, 2009).

Véarios métodos de imobilizacdo de biomoléculas tém sido usados para o
desenvolvimento de um biossensor como ilustra a Figura 3.10. As técnicas mais comumente
usadas para imobilizacdo e desenvolvimento de sensores especifico sdo: imobilizacdo fisica
(adsor¢do fisica e encapsulamento) ou imobilizacdo quimica (ligacdo cruzada e ligacdo
covalente), (LEI et al., 2006).

Encapsulamento: E um sistema semelhante & armadilha, mas com moléculas
enzimaticas em uma solucao restrita no espaco por uma membrana semipermeavel a pequenos

substratos e produtos.

Adsorc¢ao: Por meio deste método de imobilizacdo a enzima se liga a um suporte,
funcionalizado ou ndo, mediante o uso de interacdes de ions, forcas de Van de Waals e/ou por
ligagOes de hidrogénio. Os principais fatores que influenciam a adsor¢éo séo:

a) O pH do meio, uma vez que controla 0 nimero e a natureza das cargas

presentes na superficie da proteina e a superficie;
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b) A forca idnica, que quando aumentada produz um efeito de blindagem entre a
superficie e a enzima que ou facilita sua dessor¢do ou dificulta sua adsorcao;

c) A rugosidade da superficie e o tipo e tamanho de seus poros, que devem ser
aproximadamente o dobro do tamanho do eixo principal da enzima.

O método de adsor¢do € caracterizado pelo seu baixo custo e preparacdo simples,

mas a ligacdo entre o suporte e a enzima é fraca, levando a articulagdes instaveis e ineficazes.

Ligacdo covalente: A ligacdo covalente de uma enzima a um suporte é talvez o
método mais industrialmente interessante de imobilizacdo. A metodologia de ligacdo
covalente baseia-se na ativacdo de grupos quimicos do suporte para reagir com grupos
funcionais de proteinas. Dos 20 aminoacidos diferentes encontrados na estrutura das enzimas,
0s mais utilizados para a formacédo de ligacdes de apoio sdo principalmente lisina, cisteina,
tirosina e histidina, e em menor grau metionina, triptofano, arginina e acido aspartico e
glutdmico. O resto dos aminoacidos devido a seu carater hidrofobico, ndo é exposto a parte

externa da superficie da proteina, e ndo podem intervir na juncdo covalente.

Este método tem uma série de vantagens: os derivados sdo faceis de manusear, a
carga enzimatica na carcaga permanece constante apos a imobilizacdo, os derivados podem
ser usados em diferentes tipos de reatores (continuos, embalados, cama fluidizada, tanque
agitado etc.) e maior resisténcia a desativacao pelo efeito de temperatura, solventes organicos
ou pH, tendo estabilizado sua estrutura terciaria. No entanto, a imobilizacdo de links
covalentes também tem uma série de desvantagens. E necessario conhecer a densidade de
grupos ativos por unidade de superficie, uma vez que condiciona o0 nimero de articulacbes de
suporte enzimatico. Um grande namero de articulacbes pode afetar a estrutura terciaria da

enzima, podendo perder parte de sua atividade e levar a derivados inativos.

A imobilizagdo covalente ndo é aconselhavel em enzimas muito sensiveis a

alterac6es no pH, forca idnica etc.

Entrecruzamento: Também chamada de cross-linking, € uma técnica que tem
sido amplamente utilizada na estabilizacdo de muitas enzimas (ALONSO et al., 2005;
BETANCOR et al., 2005; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005). O método de cross-linking

envolve o uso de reagentes bifuncionais que causam ligagdes intermoleculares entre diferentes
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moléculas enziméaticas. O resultado da cross-linking sdo enzimas com ligacOes
intermoleculares irreversiveis capazes de suportar condi¢cdes extremas de pH e temperatura.
Atualmente, o mais novo método de ligacdo cruzada ¢é a cristalizacdo de enzimas e sua
subsequente ligacdo cruzada com glutaraldeido (CLECSs). O aumento da estabilidade baseia-se
na obtencdo de uma rede cristalina, onde moléculas enzimaticas sdo cercadas exclusivamente
por outras moléculas de proteinas. Desta forma, a enzima em si atua como um suporte, e sua

estrutura terciaria sao estabilizados por ligacdes covalentes intermoleculares.

Geralmente, observa-se um aumento na estabilidade das enzimas apds sua
imobilizacdo, que se deve principalmente a estabilizacdo estrutural da enzima devido a
existéncia de unibes de apoio. A estrutura terciaria da enzima torna-se mais rigida e torna-se
mais resistente a desativacdo térmica ou quimica. Assim, a agregacao intermolecular é evitada
mantendo as moléculas enzimaticas retidas em uma determinada regido do espaco. Essas

vantagens sdo obtidas apenas nesses métodos envolvendo ligacGes covalentes.
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Figura 3.10. Principais tipos de imobilizacdo. A- Adsorcdo, B-ligacdo covalente C-
Entrecruzamento, D- Encapsulacio e E- Retencdo em membrana (GUILLEN, 2012).

3.5. Eletrodos Quimicamente Modificados por Filmes Poliméricos

Vérias sdo as pesquisas em todo 0 mundo que mostram a interdisciplinaridade na
aplicacdo de polimeros. A condutividade eletronica desses materiais organicos tem atraido

muito interesse devido ao desenvolvimento de projetos aplicados na producdo de células
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solares, baterias, aparelhos eletrocromicos, sensores, aparelhos eletrénicos moleculares,
biossensores e eletrodos quimicamente modificados (EQM). Murray e colaboradores (1975)
introduziram o termo EQM para designar eletrodos com moléculas quimicamente ativas
imobilizadas na sua superficie. O objetivo dessa modificacao € pré-estabelecer e controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucéo, como forma de alterar sua reatividade e
seletividade, ampliando o desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacdes. Para o
preparo de um EQM ¢é necessario escolher adequadamente o material do eletrodo e o material
a ser depositado, pois ambos devem apresentar caracteristicas apropriadas para a analise em
questdo e serem compativeis com a janela de potencial a ser utilizada. Dentre os materiais de
eletrodo € possivel citar o ouro, platina, carbono grafite, fibra de carbono, pasta de carbono,
mercurio e outros (ROSA, 2008).

3.5.1. Dihexadecilfosfato (DHP)

Dihexadecil fosfato (também conhecido como dihexadecil hidrogénio fosfato, ou
DHP) é um tipo especial de molécula de surfactante hidrofébico com um grupo fosfato
carregado negativamente na cabeca polar ligado a duas longas cadeias de hidrocarbonetos
(HU et al., 2010), como ilustrado na Figura 3.11. DHP apresenta a formula linear
[CH3(CH2)150].P(O)OH e uma massa molar de 546,85 g mol. Este material pode ser
disperso em solventes aquosos (WU, 2009) e organicos, como cloroformio (ZHANG &
RUSLING, 1997), usando banho ultrassdnico. A dispersao resultante é estavel e homogénea,
exibindo um aspecto entre um gel e um cristal liquido (PENG et al., 2007; JANEGITZ et al.,
2011; GARCIA et al.,2013).

P
(HoChs 4 \‘/ \(CH2)15—

OH

Figura 3.11. Estrutura quimica do DHP
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Os filmes estaveis podem ser preparados por solugdes de fundicdo de DHP em
solventes adequados em superficies ou diretamente nos eletrodos. Alguns sensores
eletroquimicos e biossensores que utilizam DHP em muitos casos, ap0s a evaporacdo do
solvente, observamos a automontagem de multiplos filmes bicamadas, semelhantes a pilhas
de biomembranas formando um filme muito estavel na superficie do eletrodo, provavelmente
devido a ligagdes de hidrogénio, Figura 3.12 (VICENTINI et al., 2013).
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Figura 3.12. Representacdo esquematica do filme de DHP.

O DHP tem sido usado para imobilizar proteina redox nas superficies de eletrodos
(Tabela 3.5), para aumentar a reversibilidade da transferéncia de elétrons entre proteinas e
superficies metélicas (KASHANIAN et al., 2012; WU & HU, 2007).Além de serem usados
em sensores, filmes DHP depositados sobre metais como cobre, ouro e carbono, podem ser
usados como modelos para membranas bioquimicas. Além disso, o estudo de surfactantes
adsorvidos em uma superficie metalica pode fornecer pontos diferentes em varios campos,
como adesdo, lubrificacdo, detergéncia e inibicdo de corrosdo (FOUCAULT et al., 2003). Ha
grande interesse no uso de biomoldes em associagdo com nanomateriais. Rotas sintéticas
biomiméticas oferecem a oportunidade de controlar tamanho, forma, estrutura cristalina,
orientacdo e organizagdo de nanomateriais. Biomoléculas como oligonucleotideos, peptideos

e proteinas oferecem rica diversidade estrutural e funcional na sintese de nanoparticulas.
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Tabela 3.5. Propostas de eletrodos que usam DHP como modificador

Analito Eletrodo LD (mol L?) Referéncia
Janegitz e
Estradiol RGO-DHP/GC 7,7x10°8 colaboradores (2014)
Dopamine NIONPs_MWCNTs- 5 0x10°¢ Figueiredo-filno e
DHP/GC colaboradores (2014)
Epinephrine 2,0x10°
Fayazfar e
Simvastatin A-MWCNTs-DHP/TaE 1,010 colaboradores (2014)
Ardila e
Bezafibrate MWCNTs-DHP/GCE 1.6x10°8 colaboradores (2014)
Huang e
Resveratrol MWCNTs-DHP/GCE 4.4x10® colaboradores (2013)
Zhang e
Chrysophanol ABNPs-DHP/GCE 2.0x10°

colaboradores (2013)

Liu e colaboradores
Ractopamine MWCNT-DHP/GCE 5.9%x10°8

(2012)

Fan e colaboradores
Clenbuterol ABNPs-DHP/GCE 3.2x10°8 (2012)

Deng e colaboradores
Zirconium AB-DHP/GCE 4.0x107"? (2011)

Janegitz e
Glucose GOx-CNTs-DHP/GCE 9.0x10°® colaboradores (2011)
I-Cysteine 1.0x10°7 Lin e colaboradores
Glutathione AB-DHPIGCE 2.0x107 (2010)

3.5.2. Oxido de grafeno

Oxido de grafeno (OG), que é quimicamente semelhante ao grafite oxidado,
consiste em estruturas grafiticas constituidas de uma camada de grafeno funcionalizada com
grupos epOxi, hidroxila, carboxilicos e carbonila. E geralmente preparado pela oxidacio de
flocos de grafite, dando ao OG caracteristicas de hidrofilicidade, dispersibilidade e
compatibilidade com diversas matrizes poliméricas (POTTS et al., 2011; EDWARDS &
COLEMAN, 2013; NANDA et al., 2015). A Figura 3.13 ilustra a provavel composicéo da

estrutura do 6xido de grafeno.

43



Vérias condicBes e reagentes para a oxidacdo do grafite sdo estudados, 0s quais
podem ser amplamente classificados como a base de Clorato, métodos desenvolvidos por
Brodie, Staudenmaier e Hofmann ou os métodos a base de permanganato, estudados por

Hummers e Offeman, possuindo variagcbes com pequenas modificagdes (WONG et al., 2014).

Figura 3.13. Representacdo dos provaveis grupos funcionais presentes na estrutura do éxido
de grafeno (DREYER, 2010).

No entanto, a quantidade, tipo e localizacdo dos grupos funcionais podem variar
de acordo com as condicdes de obtencdo, ja que as propriedades do OG estdo associadas com
a natureza dos grupos funcionais e a morfologia do Oxido obtido. Estas caracteristicas
dependem do grafite de partida e das condi¢cdes de reacdo tais como: o tempo oxidacéo, a
temperatura e dos agentes oxidantes, o que apresenta forte influéncia sobre a reatividade
destes materiais (BOTAS, 2012; SHAMAILA et al., 2016). A introducdo de grupos
funcionais (tais como hidroxila e epdxi) resulta no aumento do espacamento interlamelar, bem
como na alteracdo da hibridacdo dos atomos de carbono oxidados, de sp? (planar) para sp?
(tetraédrica); os niveis de oxidagdo variam com base no método de preparacéo e do tipo de
grafite precursor. Estes grupos intercalados sdo responsaveis pela quebra das ligacGes de Van
der Waals e o efeito mais visivel da oxidacdo ¢ a mudanca de cor de cinza para marrom
(MCALLISTER et al., 2007; CISZEWSKI & MIANOWSKI, 2014; SHAH et al., 2015).
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Materiais compdsitos, que consistem em mais de um tipo de material, tém sido
desenvolvidos com objetivo de resultar na combinacdo de propriedade quimicas e fisicas,
criando areas de aplicacdes, como a melhora do armazenamento de energia, producdo de
membranas para purificacdo de agua, filmes finos, suporte para catalisadores e agentes de
reforco em matrizes poliméricas. E possivel visualizar que a utilizagdo dos derivados
quimicos do OG continua em expansdo e motiva estudos ainda mais profundos
(CALLISTER, 2000; PARK & RUOFF, 2015). A producdo de nanocompositos poliméricos é
a chave para modificar e melhorar as propriedades do polimero e é importante para a geracao
de novos materiais com alto desempenho e multifuncionalidades. A incorporacdo de cargas
nanométricas em uma matriz polimérica combina a leveza, flexibilidade e transparéncia de
polimeros com as propriedades das nanocargas e é amplamente utilizada nas induastrias

automobilistica, aerondutica, aeroespacial e de embalagens (FIM et al., 2014).

Nanocompositos poliméricos baseados em grafeno representam um dos
desenvolvimentos tecnologicos mais promissores, pois melhoram consideravelmente a
condutividade elétrica, estabilidade térmica, mecanica e as propriedades retardantes de chama
quando comparados ao polimero puro. Todavia, para alcangar estas melhorias, a carga precisa
ser dispersa homogeneamente na matriz (ZHU et al., 2010; POTTS et al., 2011).

3.5.3. Nanoparticulas metélicas

As nanoparticulas metalicas (NPM) caracterizam-se por apresentarem dimensdes
que variam entre os 1 e 100 nm e por manifestarem propriedades totalmente distintas dos
materiais que lhe deram origem a escala macroscopica, devido essencialmente a efeitos de
superficie (relacdo volume/area superficial) e de confinamento quantico (RODUNER, 2006;
BUZEA et al., 2007;). Estes fatores afetam simultaneamente a reatividade quimica e as
propriedades oOticas, quimicas e eletricas dos materiais (DANIEL & ASTRUC, 2004). As
propriedades Gticas em particular, fazem das NPM excelentes componentes em biossensores
(6ticos e eletroquimicos), em terapia fotodinamica e para serem usadas como agentes de
contraste em técnicas oOticas de imagem (FARADAY, 1857; JANA et al., 2001; COLE et al.,
2015; LUCKY et al., 2015). Devido as suas excecionais propriedades, inércia a oxidagéo e
facilidade de sintese e funcionalizagdo das respetivas NMP, os metais mais utilizados s&o

metais nobres como ouro e a prata.
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A introducdo destas NPsAu é bastante vantajosa para o desenvolvimento de
biossensores em solucéo, ja que sdo muito faceis de preparar, a sua superficie é facilmente
funcionalizavel com ligandos interessantes do ponto de vista bioldgico e sdo biocompativeis.
Embora a forma esférica seja a mais estavel termodinamicamente, existem outros tipos de
coloides de ouro, nomeadamente de outras formas, que ndo a esférica. De entre as diversas
nanoestruturas ndo esféricas relatadas na literatura, destacam-se os nanocubos, NP em forma
de estrela, nanorods e nanotriangulos de ouro (Figura 3.14). Em conjunto com o elevado grau
de biocompatibilidade do ouro, estas nanoestruturas apresentam um enorme potencial,
sobretudo ao nivel da sua utilizacdo enquanto marcadores 6ticos para eventos de deteccéo, ja
gue existem inumeros estudos que comprovam que comparativamente as NP esféricas,
apresentam uma maior sensibilidade, dado que se geram campos elétricos fortes nas suas
extremidades (SOARES, 2016).

Figura 3.14. Imagens de TEM representativas de diversas nanoestruturas de ouro: A-esferas,
B-cubos, C-estrelas, D-hastes e E-triangulos (SOARES, 2016).

Os eletrodos nanoestruturados oferecem uma grande &rea superficial pudendo
permitir imobilizar uma grande quantidade de enzima, y uma eficiente transducdo do sinal
(KATZ et al. 2004). Um eletrodo nanoestruturado no sentido estrito, ndo s6 se refere a um
eletrodo que contenha nanoelementos condutores, como nanotubos de carbono ou
nanoparticulas de ouro, sendo que haja um controle na nanoescada da organizacao estrutural e

na composi¢do quimica do eletrodo.
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3.6. Técnicas de Caraterizacéo

3.6.1. Técnicas eletroquimicas

Os metodos eletroanaliticos fazem uso de propriedades elétricas mensuraveis
(corrente elétrica, diferencas de potencial, acimulo interfaciais de carga, entre outros) a partir
de fenbmenos nos quais uma espécie redox interage fisica e/ou quimicamente com demais
componentes do meio ou mesmo com interfaces. Tais interacdes observadas podem ser
medidas (chamadas de sinais eletroanaliticos) e ser relacionadas com algum pardmetro
quimico intrinseco da espécie (WANG, 2006). Os métodos eletroanaliticos oferecem uma
série de vantagens tais como (i) seletividade e especificidade das determinages, resultante da
oxirreducdo das espécies analiticas de interesse em um potencial aplicado especifico; (ii)
seletividade decorrente dos processos de oxirreducdo do analito no eletrodo de trabalho feito
com material especifico (material de eletrodo); (iii) grande sensibilidade e baixos limites de
deteccdo - resultante tanto das técnicas de pré-concentracdo quanto de modos de aquisicdo de

sinal que proporcionam baixo sinal de fundo, entre outras (BRETT & BRETT, 1998).

3.6.1.1. Voltametria

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fenbmenos que
ocorrem na interface (entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina dissolucéo
adjacente a essa superficie). Essa técnica é classificada como dindmica, pois a cela
eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i > 0) que, por sua vez, é medida em
funcdo da aplicacdo controlada de um potencial (SKOOG et al., 2002). Assim, nessa técnica
as informacGes sobre o analito sdo obtidas por meio da medicdo da magnitude da corrente
elétrica que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, ao se aplicar uma
diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia.

Na voltametria o parametro ajustado é o potencial (E) e o parametro medido é a
corrente resultante (i), ou seja, i = f(E). O registro da corrente em funcdo do potencial é
denominado voltamograma e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons
durante um processo de oxirreducdo (Equacéo 5), pode ser relacionada com a quantidade de

analito presente na interface do eletrodo e consequentemente, na cela eletroguimica.
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Obviamente existe a necessidade do analito ser capaz de sofrer a reacdo redox na janela de
potencial estudada (PACHECO et al., 2013).

. an
l—ZXFE (5)

Onde:
e 7z é um numero inteiro de sinal e magnitude da carga idnica da espécie eletroativa;
e F ¢ aconstante de Faraday (96.484,6 C mol™?);

e dn/dt é a taxa de variacdo de mols da espécie eletroativa.
3.6.1.2. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada para adquirir informacdes
qualitativas sobre os processos eletroquimicos. As informacGes sobre o analito sdo obtidas a
partir do registro de corrente em funcdo do potencial aplicado durante a sua eletrélise, que
ocorre em uma célula eletroquimica constituida pelo eletrodo de trabalho, contra-eletrodo e
eletrodo de referéncia (Figura 3.15); (DANERO, 1974; SKOOG et al., 2002). A eficiéncia
desta técnica resulta de sua caracteristica de rapidamente fornecer informacdes sobre a
termodinamica de processos redox, da cinética de reacBes heterogéneas de transferéncia de

elétrons e sobre reacBes quimicas acopladas a processos absortivos (WANG, 2006).

eletrodo de trabalho
baixa pressao

Entre eletrodo Entre eletrodo
de trabalho e de trabalho e |
de referéncia contra-eletrodo
o potencial é observa-se 0 ietrodo awilar eletrodo de referéncia
mantido fluxo de |
constante elétrons (U gy~ nivel da solugo

Figura 3.15.

HE
\-7} placas porosas

barra magnética - agitacdo

Sistema de trés eletrodos (PACHECO et al., 2013).
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A Voltametria Ciclica (VC) corresponde a uma técnica eletroanalitica que
apresenta grande importancia quando se deseja adquirir informacdes qualitativas no estudo de
processos eletroquimicos. O funcionamento da técnica de VC consiste basicamente na
aplicacdo de uma variagéo de potencial linear na forma de uma onda triangular (Figura 3.16)
a um eletrodo de trabalho, ocasionando reagdes de oxidacdo e redugdo na presenca de

especies eletroativas na solucdo ou presentes na superficie do eletrodo (BRETT & BRETT,
1996).

O potencial é aplicado entre dois valores a uma taxa fixa, no entanto quando o
potencial atinge E2 a varredura € invertida e o potencial é aplicado de volta para E1 (Figura
3.16 A). A forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica pode ser: A-linear, onde se
alterna entre valores crescente e decrescentes de potencial frente a referéncia; B- escada
(staircase), degraus de potenciais pequenos e tempos de duracdo pequenos onde a corrente é
lida apenas no final deste intervalo (PACHECO et al., 2013). A velocidade de varredura de
potencial é um fator critico, desde que a duracdo de uma varredura deve proporcionar um

tempo suficiente para permitir uma reacdo quimica significativa ocorra (GRIESHABER et al.,
2008).
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Figura 3.16. A- Perfil do potencial de excitacdo aplicado em um ciclo; B- potencial aplicado

tipo escada; C- (a) voltamograma resultante mostrando as correntes e potenciais e (b)

comparacdo dos voltamogramas reversivel, quase-reversivel e irreversivel (PACHECO et al.,
2013).
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Os parametros de maior importancia que podem ser obtidos a partir de um
voltamograma ciclico sdo: potencial de pico anddico (Epa), potencial de pico catédico (Epc),
corrente de pico anddico (Ipa), corrente de pico catddico (Ipc) e a diferenca entre o potencial

de pico anddico ¢ de pico catodico (AEp).

Os resultados obtidos séo representados em graficos de corrente VS potencial
aplicado, conhecidos como voltamogramas, Figura 3.16 C. O tipo de voltamograma gerado
depende do tipo de mecanismo redox que o analito em questdo sofre na superficie eletrodo.
Portanto, a partir dos principais parametros extraidos de um voltamograma ciclico podem-se
obter informagfes relacionadas a reversibilidade do sistema em estudo, bem como a
elucidacdo de mecanismos de reacdes eletroquimicas, deteccdo da existéncia de reacdes
acopladas a processos eletroquimicos, identificacdo de espécies presentes em solugdo (bem
como de intermediarios) e analise semiquantitativa das velocidades de reagdo (SKOOG et al.,
2005). A seguir sdo descritos brevemente os diferentes tipos de sistemas que podem ser

diagnosticados e caracterizados em um estudo voltamétrico ilustrados na Figura 3.17.

Reversivel Quase-reversivel Irreversivel
Definicio
» A velocidade da reagdo de e A corrente écontrolada pela e A corrente € controlada
transferéncia de carga é transferéncia de massa e de somente pela
elevada e a etapa de carga. transferéncia de carga, a
transferéncia de massa e A equacgdo de Nernst é qual € lenta.
controla o processo. aproximadamente e Nio segue a equagido de
e Tém equilibrio dindmico na satisfeita. Nernst.

interface do eletrodo.
= Segue a equacio de Nernst.

Parametros

Ipa/Ipe = 1 IpaIpc = 1; sea =1 Auséncia de pico reverso
I o vi©2 Ip v I, o< w172

Ep é independente de v. Ep ¢é dependente de v e se Ep depende de v.

AEp = 59/n (mV) desloca negativamente com |Ep — Ep»| = (48/na)*

aumento de v.
AEp = 59/n (mV)

*a coeficiente de transferéncia de carga e o E,2 o valor do potencial que é determinado a
metade do valor da corrente de pico (/)

Figura 3.17. Diferentes tipos de processos redox, que podem ser identificados e

caracterizados em um estudo de voltametria ciclica (SILVA, 2018).
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3.6.1.3. Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (SWV), do inglés “Square Wave Voltammetry”,
€ uma das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas e sensiveis. Os limites de deteccao
podem ser comparados aos das técnicas cromatograficas e espectroscopicas. Além disso, a
andlise dos pardmetros caracteristicos desta técnica também possibilita a avaliagdo cinética e
mecanismo do processo eletrédico em estudo. Neste tipo voltametria, uma onda quadrada
simétrica de amplitude AEp sobreposta a uma rampa de potencial na forma de escada
(staircase) caracterizada pela amplitude AEs, largura o e periodo c é aplicada ao eletrodo de
trabalho, como representado na Figura 3.18. A corrente é amostrada duas vezes, uma ao final
do pulso direto, quando a direcdo do pulso € igual a dire¢do da varredura, e outro ao final do
pulso reverso (que ocorre no meio do degrau da onda staircase), onde a dire¢do do pulso é
contréria a direcdo da varredura. Assim como na voltametria de pulso diferencial, esta dupla
amostragem da corrente garante uma minimizacdo da contribuicdo da corrente capacitiva
sobre a corrente total medida (PACHECO et al., 2013). Esta medida precede um tempo inicial
(ci) onde o eletrodo de trabalho é polarizado a um potencial onde a reagdo redox ndo ocorre
(DE SOUZA et al., 2003).
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Figura 3.18. A- Forma de aplicagdo do potencial na voltametria de onda quadrada; B-
Voltamogramas esquematicos de onda quadrada onde 1) representa um processo redox de um

sistema reversivel e 2) de um sistema irreversivel (PACHECO et al., 2013).
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O voltamograma resultante consiste na diferenga entre estas duas correntes versus
a rampa de potencial aplicado e sdo geralmente simétricas e as variagdes na altura e na largura
do pulso de potencial sdo sempre constantes, para um determinado intervalo de potenciais. Na
Figura 3.18 B apresenta os voltamogramas tedricos associados a: (1) um sistema reversivel e
(2) um sistema irreversivel, com a separacdo observada das correntes direta, inversa e

resultante (conforme indicado na Figura 3.18 B).

3.6.1.4. Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE)

Na espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), o sistema estudado
(tipicamente em estado de equilibrio) é excitado por um sinal de potencial de corrente
alternada (AC) de pequena amplitude e carater sinusoidal, em diferentes valores de
frequéncias e a resposta de corrente € medida. Sendo que o sinal de excitacdo é pequeno para
que o sistema esteja em estado de quase equilibrio, as medicdes de EIE podem ser usadas para
avaliar efetivamente as propriedades do sistema sem perturba-lo (PYUN et al., 2012). A
impedancia é a medida da habilidade de um circuito de resistir ao fluxo de corrente elétrica,
em condicOes de potencial de corrente alternada. A analise da resposta do sistema fornece a
informacdo relacionada a interface sélido/liquida e a ocorréncia de certas reagdes nesta regido.

O célculo da impedancia complexa (Z) pode ser feito com a soma dos
componentes real (Zr) e imaginario (Zi) da impedancia do sistema como funcao da frequéncia

(o, frequéncia angular) (Equacéo 5).

E(t) _ Epcos(wt)
I(t) o Iy cos(wt—¢)

Z(w) = ()

Z(w) = Zo(cos¢ + jsing) (6)

A impedancia é expressa em termos da magnitude, Zo, € a mudanca de fase ¢; e

resulta na equacéo de um nimero complexo (Equacéo 6).

Na representacéo grafica a parte real da Z, no eixo horizontal e a parte imaginaria
no eixo vertical resulta o grafico Nyquist. Neste, o eixo vertical € negativo e cada ponto € a

impedancia a uma frequéncia determinada (ARYA et al., 2007). Na Figura 3.19, os dados
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obtidos a baixas frequéncias estdo na direita do gréfico, e altas frequéncias estdo no lado

esquerdo, e o vector da impedancia com magnitude |Z|.

A
-Im Z

ey =

i b w=0
4// -
Real Z
Figura 3.19. Grafico de Nyquist com o vector de impedancia (CARLOS, 2017).

A EIE é uma técnica eficaz para estudar eletrodos modificados, qualquer uma
propriedade intrinseca do material ou processos especificos que possam influenciar a
condutividade, resistividade ou propriedades capacitivas de um sistema eletroquimico.
(GRIESHABER et al., 2008).

3.6.1.5. Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)

Na voltametria de pulso diferencial, um pulso de amplitude fixa sobreposto a uma
rampa de potencial crescente € aplicado ao eletrodo de trabalho. A Figura 3.20 mostra essa
combinacdo. A corrente é medida duas vezes, uma antes de aplicar o pulso (S1) e uma vez no
final do pulso (S2). A corrente inicial é subtraida da segunda corrente e como resultado se
grafica a relacdo entre a diferenca de corrente e o potencial aplicado dando lugar a um
voltamograma com picos de corrente em forma de Gauss, cuja area do pico € proporcional a

concentracédo do analito.
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Figura 3.20. Sinais de excitagdo para voltametria de pulso diferencial (PACHECO et al.,
2013).

O objetivo de fazer duas medicdes de corrente e lidar com a diferenca entre elas é
para corrigir a corrente capacitiva. Conforme o pulso ¢ aplicado, a contribuigdo da corrente
capacitiva e da corrente de Faraday aumenta, mas a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto a corrente de Faraday diminui linearmente. Escolher um tempo
adequado para a segunda leitura da corrente total onde a corrente capacitiva seja baixa é
importante porque minimiza a corrente de fundo ao ser subtraido do valor da primeira leitura
de corrente.(WANG, 2006). Esta correcdo de correntes permite obter limites de deteccdo da

ordem de 108 mol L.

3.6.2. Técnicas de caracterizagdo de superficies

3.6.2.1. Microscopias eletronicas

A microscopia eletronica é uma técnica de formacao de imagens como resultados
de um feixe de elétrons incidente sobre um material de investigar. Uma vez que o
comprimento de onda de um elétron é muito menor que o comprimento de onda da luz visivel,
efeitos de difragdo ocorrem em dimensdes fisicas muito menores. Estruturas com tamanhos na
escala nanometrica ou subnanométrica podem ser estudados de forma estrutural, morfolégica
e quimicamente mediante microscopia eletronica de varredura (MEV) ou de transmissédo

(MET). As microscopias eletronicas sdo ferramentas essenciais para a caracterizacdo da
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superficie de nanomateriais, como nanotubos de carbono ou substratos, permitindo ser
observado o tamanho, forma, microestruturas, as camadas de recobrimento, mensurar a
contaminacdo de superficies e analisar falhas de materiais (SMITH & HASHEMI, 2012).

3.6.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O Microscopio Eletronico de Varredura € um instrumento muito versatil e usado
rotineiramente para a analise microestrutural de materiais sélidos revelando a morfologia
externa (textura), estrutura cristalina e a orientacdo dos materiais na amostra (DEDAVID et
al., 2007). Apesar da complexidade dos mecanismos para a obtencdo da imagem, o resultado

é uma imagem de facil interpretacéo.

Fonte de elétrons

Anodo

Colunaem
alto vacuo

Condensadoras

Bobinas de
varredura

Objetiva
Camara em

alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de [
vacuo

Figura 3.21. Imagem esquematica da coluna de MEV (SOARES, 2011).

Principio de funcionamento desta técnica consiste em fazer incidir um feixe de
elétrons sobre a superficie da amostra, ponto a ponto, e transmitir o sinal do detector a um
computador (Figura 3.21). A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um
filamento de tungsténio (W) que pode operar numa faixa de tensdes de aceleragdo de 1 a 50
kV. O feixe de elétrons e acelerado e colimado até atingir a superficie da amostra, a
profundidade da penetracdo dos elétrons depende da composi¢cdo do material, desta forma,
produzindo elétrons secundarios e retroespalhados que sdo coletados por um detector e
convertidos em um sinal de imagem. A imagem formada a partir do sinal captado na
varredura eletrénica de uma superficie pode apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que
a imagem resulta da amplificagdo de um sinal obtido de uma interagéo entre o feixe eletronico
e 0 material da amostra (DEDAVID et al., 2007).
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3.6.2.3. Angulo de Contato (Método da Gota Séssil)

A molhabilidade dos materiais € um assunto importante no desenvolvimento de
tecnologias envolvendo as Gltimas camadas de atomos de uma superficie. A técnica mais
comum para medir o &ngulo de contato versa sobre a analise de uma superficie no que tange a
sua molhabilidade a partir da teoria de Young-Laplace, em que é possivel definir um material
acerca de sua hidrofobicidade ou hidrofilicidade, quando o fluido em questdo é a agua. O
comportamento da gota de um determinado liquido em relagdo a superficie ird depender de
forcas adesivas, responsaveis pelo espalhamento desta gota sobre a superficie, e de forcas
coesivas do liquido que respondem por contrair a gota de modo a manté-la esférica,
minimizando sua superficie (FERREIRA, 2013).

Pelo delineamento da parte mais superficial da gota é possivel mensurar 0s
angulos relacionados a interacdo com a superficie do material em questdo, e desta forma
analisar seu comportamento frente ao fluido utilizado no estudo. No momento de analise do
fluido sobre o material, nota-se uma interacao entre os trés estados fisicos da matéria, em que
0 solido é representado pelo material em si, enquanto o liquido corresponde a gota
propriamente dita e 0 vapor a regido atmosférica mais proxima da superficie da gota. Esta
relacdo entre os estados fisicos, bem como a disposicdo dos angulos é mais bem observada na

Figura 3.22 a seguir:

Figura 3.22. llustracdo esquematica do angulo de contato entre uma gota e uma superficie
(FERREIRA, 2013).
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Considerando a Figura ilustrada anteriormente, onde o angulo de contato

representa a condi¢cdo de contorno do liquido em questdo, a Equacdo 7 de Young-Laplace

descreve:

yLVcos 6 = ySV — ySL

Onde:

YLV representa a energia de interface entre o liquido e o vapor;

ySL entre o solido e o liquido;

ySV entre o sélido e o vapor;

E o0 &ngulo 0 é obtido experimentalmente

(7)

A partir desta relacdo, obteve-se um valor para cosseno de um angulo, e sabendo-

se qual é este angulo, pode-se afirmar se a 0 material em questdo é hidrofilico ou hidrofobico.

Por exemplo, se 0 cosseno for positivo, sabe-se que se trata de 6 (ySL), ¢ entdo se conclui que

pelo espalhamento parcial da gota que se trata de uma superficie hidrofilica. Enquanto para

um valor de cosseno negativo, 6 >90° (ySV < ySL), em que o liquido molha muito pouco ou

ndo molha o solido, neste caso, hd uma superficie hidrofobica. Observa-se ainda em outros

materiais que ha possibilidade de 6 >150°, onde neste caso, afirma-se que houve uma super-
hidrofobicidade (FERREIRA, 2013). A Figura 3.23 relaciona as medidas de angulos de

contato com as respectivas formas das gotas:

‘3‘(['-““'"‘1'3 p<10° | 0<O | 0> | 0150
Jontato
Forma da gota
- —_ A_
super- et e super-
Comportamento hidrofilco hidrofilico hidrofobico Hidrofobico

Figura 3.23. Classificacdo dos angulos de contato numa superficie (SILVA, 2018).
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3.6.2.4. Técnicas de absorcéo

3.6.2.4.1. Espectroscopia no Infravermelho

A Espectroscopia no infravermelho € um método de caracterizagdo fisica para
analise qualitativa e determinacfes quantitativas de tracos de elementos. Isto é possivel
porque os atomos que formam as moléculas possuem frequéncias especificas de vibracdo, que
variam de acordo com a estrutura, composi¢do e 0 modo de vibracdo da amostra. Esta técnica
produz espectros de absorcao (e/ou transmissao) por meio da incidéncia de um feixe de luz na
regido do infravermelho sobre uma substéncia, determinando as frequéncias absorvidas por
ela. Uma variedade de utilizacdo encontra em laboratorios analiticos industriais e laboratorios
de pesquisa de todos os tipos (LEITE & PRADO, 2012). Analise no infravermelho pode ser
uma analise ndo destrutiva (a amostra pode normalmente ser recuperada para novo uso), e é

atil para microamostras.

Dentre os instrumentos utilizados para a espectroscopia no infravermelho, a
técnica de Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € utilizada
para obter o espectro infravermelho mais rapidamente, porque requer pouco preparo das
amostras e é facilmente encontrado em laboratorios. Em vez de se coletar os dados variando-
se a frequéncia da luz infravermelha monocromatica, a luz infravermelha é guiada por meio
de um interferémetro. Depois de passar pela amostra, obtém-se o interferograma, que é o sinal
medido. Realizando-se uma transformada de Fourier no sinal, obtém-se um espectro idéntico
ao da espectroscopia de infravermelho convencional. Uma das variantes FTIR é o modo de
reflectancia total atenuada (ATR) usada neste caso com espectros de varredura de 4000 a 600
cm™, tem como principio o fato de um feixe de radiagdo passar de um meio mais denso
(cristal de ATR) para um meio menos denso (amostra), ocorrendo reflexdo. A técnica de
FTIR-ATR é principalmente utilizada para a analise de superficie em polimeros (filmes ou
pd) (SKOOG et al., 2010).

Vantagem desta técnica FTIR é que os espectrofotdmetros sdo mais baratos do
gue 0s convencionais, ja que é mais simples construir um interferbmetro do que um

monocromador. A medida de um Unico espectro é bem mais rapida nessa técnica, pois as
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informacdes de todas as frequéncias sdo colhidas simultaneamente. 1sso permite que sejam
realizadas multiplas leituras de uma mesma amostra, fazendo-se uma meédia, aumentando,
assim, a sensibilidade da analise (DE SOUZA & POPPI, 2012).

3.6.2.4.2. Espectroscopia UV- Visivel

As medidas baseadas na luz ou outras formas de radiacdo eletromagnética sao
amplamente empregadas em quimica analitica. As interagcdes da radiacdo com a matéria Sdo o
objeto de estudo da ciéncia da espectroscopia. Os métodos espectroscdpicos de andlise sdo
baseados na medida da quantidade de radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou
pelas espécies atdbmicas de interesse (Figura 3.24). As moléculas sofrem trés tipos diferentes
de transi¢cGes quantizadas quando excitadas pela radiacdo eletromagnética nas regides do
ultravioleta, visivel, infravermelha e micro-ondas: transicdes eletrénicas, vibracionais e

rotacionais.

A B —E, = hy, = held, i
l
— |
Radiaglo ~ § Radiaclo £, = v, = hlh,
Incidente (ransmilida
Py P ) l ' )

S l
Figura 3.24. Funcionamentos dos métodos de absorcdo. A- interacdo da radiacdo com a
amostra resultando na atenuacdo do feixe, B- absorcdo equivalente diferentes niveis de

energia, C- 0 espectro de absorcdo resultante.

A espectroscopia no UV-Vis & uma técnica amplamente utilizada para
caracterizagdo. Esta relacionada a absorcdo da radiacdo ultravioleta/visivel (180 a 780nm)
pelo material, levando a promocdo de elétrons do estado fundamental ao estado excitado. A
absorcdo molecular nas regides do ultravioleta e visivel consiste em bandas de absorcéo
constituidas por linhas proximas entre si. O espectro e obtido pela irradiacdo da luz através da

amostra (liquida e diluida) e o espectro de absorcdo se d& pela razéo entre a intensidade da
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radiagdo que passa pela amostra e pela referéncia (branco). As intensidades das bandas,
relacionadas com a concentragdo do analito se expressa conforme a Lei de Beer-Lambert
(SKOOG et al. 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo se apresentam as informacGes sobre os métodos aplicados para a
construcdo e caracterizacao dos eletrodos enzimaticos, assim como sua aplicacdo em amostras
sintéticas fazendo referéncia aos métodos de deteccdo, as condi¢Bes experimentais, solugdes e
reagentes empregados para a obtencdo dos resultados.

4.1. Parte Experimental

4.1.1. Reagentes

Oxido de grafeno 2 mg mL* disperso em &gua, Glicose-6-fosfato desidrogenase,
Glicose-6-fosfato 1 mL, NAD" 100%, Fosfato de sédio monobasico e dibasico (NaH2PO4/
Na;HPO4) foram obtidos da Sigma-Aldrich. O 4cido sulfurico 98%, Alcool isopropilico, KCI,
Ferricianeto de potassio 99% / Ferrocianeto de potassio 99% e Dihexadecil Fosfato foram
adquirido da Neon, da Nuclear, da Synth, da Sigma, respetivamente. As NPsAu de 70 ppm
usadas foram preparadas pelo grupo de pesquisa LABEL. Todos os reagentes utilizados nos
experimentos sdo de alto grau de pureza analitica. As solucGes foram preparadas com agua
Milli-Q.

4.1.2. Equipamentos

Para a execucdo das medidas eletroquimicas foi utilizada uma célula
eletroquimica de vidro com tampa em Teflon® e 4 orificios para posicionamento dos
eletrodos e para adi¢do de aliquotas da solucdo do analito. Foram usados eletrodos de trabalho
de ouro (Au) e carbono vitreo (C) com didmetro de 2,0 e 3,0 mm, respetivamente, fio de
platina como eletrodo auxiliar e Ag/ AgCl/ KCI (saturada) como eletrodo de referéncia. Os
estudos eletroguimicos foram realizados em potenciostatos/galvonostatos Autolab- Metrohm
modelo PGSTAT204 acoplado a um computador usando o programa NOVA versdo 2.1.
Todas as pesagens foram realizadas em balanga analitica OHAUS modelo AR2140BR com
precisdo de £ 0,01 mg. As medidas de pH foram realizadas em pHmetro modelo Five Easy

F20 (Mettler-Toledo). Para agitacdo das solucdes durante as medidas voltamétricas utilizou-se
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agitador magnético modelo N11107 (Nova). A homogeneizacdo das solucdes foi realizada em
banho ultrassom TS-218 (Dekel).

4.2. Preparacdo dos Eletrodos

4.2.1. Limpeza de Eletrodos de Ouro

Uma limpeza superficial inicial foi necessaria nos eletrodos de trabalho para a
remocdo da camada de Oxido depositado na superficie, devido a agdo das condigdes
ambientais de armazenamento. Os eletrodos foram mergulhados em &lcool isopropilico
durante 5 minutos, e posteriormente foi realizada uma limpeza mecanica mediante o uso de
alumina 0,3 e 0,05 um sobre superficie de feltro com o propdsito de polir a superficie dos
eletrodos seguido esse procedimento de uma lavagem ao término de cada etapa de polimento.
Os eletrodos de trabalho foram colocados em meio hidroalcdolico e levados no banho
ultrassbnico por 5 minutos para retirada de alumina da superficie do eletrodo. A limpeza
eletroquimica foi feita mediante voltametria ciclica (VC) fazendo varreduras na faixa de
potencial desde 0,0 até 1,5 V numa solucéo de &cido sulfurico diluido (0,5 mol L) a uma
velocidade de varredura de 0,1 V s* até obter um perfil voltamétrico caracteristico do eletrodo
limpo (aproximadamente 30-50 ciclos). Para a reutilizagdo dos eletrodos de trabalho, eles
foram mergulhados em alcool isopropilico e agitados mecanicamente, para realizar arrastre do

residuo que ficou na superficie depois da medicao e logo iniciar a etapa de limpeza.

A comprovacéo do procedimento de limpeza dos eletrodos foi realizada mediante
3 ciclos de voltametria ciclica na presenca de uma solugdo 5 mmol Lde KsFe(CN)s /KsFe
(CN)s em KCI 0,2 mol L. O procedimento de limpeza continuard até que os perfis
voltamétricos tipicos da sonda Fe (lIl)/Fe (Il) dos eletrodos envolvidos durante a

comprovacéo da limpeza sejam superponiveis para 0 mesmo substrato.

4.3. Preparacéo dos Biossensores

Foram preparadas 3 variantes de compositos para o estudo:

I.  DHP-OG-NpAu-G6PD: 1,0 mg de DHP foi adicionado a 1,0 mL de PBS de 0,1 mol L~

! e pH=7,6 e foi dispersado mediante ultrassom 15 °C durante 2 horas. A 82,3 uL da
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dispersdo foi adicionado 11,8 uL de éxido de grafeno e nanoparticula de ouro seguido
de agitacdo ultrassonica durante 10 minutos. A essa mistura foi adicionado 5,9 pL da
enzima (G6PD) para formacdo do compdsito com uma concentracdo final da enzima
de 0.017 U pL* (Figura 4.1).

Il. DHP-OG-G6PD: seguindo cada uma das etapas mencionadas anteriormente.

1.  DHP-NpAu-G6PD: seguindo cada uma das etapas mencionadas anteriormente.

Imobilizacao

Figura 4.1. Esquema das etapas de preparacdo dos biossensores

4.3.1. Imobilizagdo de Biomoléculas

Para a imobilizacdo foi usado 0 método de revestimento com gota (Drop Coating)
que consiste em gotejar 2 e 3 pL das solugdes compdsito descritas no item 4.3, sobre a
superficie dos eletrodos limpos de ouro e carbono respetivamente como mostrado na Figura
4.1, onde a espessura do filme obtido é diretamente proporcional a concentragdo da solucéo
ou suspensdo de nanocompositos. Os eletrodos modificados foram secados por 12 horas na
geladeira a 4-8 °C, com o propésito de diminuir o processo de lixiviacdo a solucdo eletrolitica.
Os cinco tipos de biossensores fabricados foram nomeados conforme descricdo no item
anterior precedidos de EBAu e EBC, segundo o eletrodo de trabalho sobre o qual foi feita a
modificacdo da superficie.
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4.4, Caracterizagdo Eletroquimica

Os eletrodos de trabalho de ouro e carbono, assim como as modificacdes sobre a
sua superficie e os biossensores obtidos foram caracterizados por voltametria ciclica (VC) e
impedéancia eletroquimica (EIE) usando uma configuracdo convencional de trés eletrodos. Os
trabalhos foram realizados usando uma solugdo de KsFe(CN)s /KaFe(CN)s de 5,0 mmol L*
em solucdo PBS 0,1 mol L' e pH=7,6 20,1V s™.

4.4.1. Area Eletroativa

A dimensdo da area eletroativa dos eletrodos de trabalho de carbono e ouro,
incluindo cada um dos diferentes biossensores obtidos, foi estimada pela equacéo de Randles-
Sevcik (Equacéo 8). Para a mesma usou-se a voltametria ciclica na janela de potencial -0,4 a
0,8 V a diferentes velocidades de varredura (0,01, 0,02, 0,03, 0,05, 0,1) V s, com 3 ciclos
cada analise. Todas as medidas foram realizadas em solucio de KsFe(CN)s 5x10°mol Lt em
KC10,5 mol L.

Ip=i2,69 XlOSXA XDl/ZXn3/2X Cle/Z (8)

Em que, Ip é a corrente de pico (anddica o catodica), A ¢ area eletroativa (cm?), D
é o coeficiente de difusdo da molécula no eletrélito, n representa o nimero de elétrons
envolvidos na reagio redox, v é a velocidade de varredura (V s') e C é a concentracdo de

[Fe(CN)g]* em solugdo (mol ml™Y).
4.4.2. Estabilidade dos Sistemas em Estudo

Com o proposito de conhecer a estabilidade do sistema em estudos eletrodos de
trabalho, assim como dos biossensores construidos foram submetidos a 10 ciclos usando VC a

0,1 V s de velocidade de varredura em uma solugéo de 5 mmol L [Fe(CN)s]*”*-, em PBS
0,1 mol L e pH=7,6.
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4.4.3. Caracterizacao do Processo de Imobilizacéo

O processo de imobilizacdo da enzima sobre os eletrodos de ouro e carbono foi
estudado através das técnicas VC e EIE, em cada uma das etapas de modificacdo da superficie
dos eletrodos usadas para a caracterizacdo dos biossensores finais. Os parametros de uso de
cada tecnica foram os seguintes: VC em diferentes velocidades de varredura de potencial
(0,01, 0,05 e 0,1) V s* a 3 ciclos; EIE frequéncia de (100000 a 0,1) Hz, Amplitude de 0,01 V
e lendo 10 pontos por década. Todas as medidas foram feitas numa solugio de 5 mmol L
[Fe(CN)s]*"*, em PBS 0,1 mol L e pH=7,6.

4.5. Caracterizagdo Estrutural e Superficial

4.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com o objetivo de saber como sao distribuidos sobre a superficie dos eletrodos 0s
compositos estudados foi realizada a caracterizacdo morfoldgica no Laboratério Tematico de
Microscopia Otica e Eletronica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia pelo
microscopio eletronico de varredura da TESCAN, modelo VEGA3A. Os filmes de
nanocompositos poliméricos e as amostras dos componentes que os formam foram

depositados sobre suporte stubs e deixados secar para posteriormente fazer as analises.

4.5.2. Angulo de Contato. Método da Gota Séssil

Com a finalidade de conhecer o comportamento hidrofébico ou hidrofilico da
superficie dos eletrodos de trabalho, assim como dos biossensores formados, uma gota de 1uL
de agua deionizada foi colocada sobre os filmes poliméricos e as medidas de angulo de
contato foram realizadas a temperatura de 24,0 £ 1,4 °C e umidade relativa de 58 = 3. Com o
uso de um microscapio digital (LITE) foi filmado o comportamento da gota e com o software
Drop Analysis-LB-ADSA implementado no processador de imagem ImageJ (SCHNEIDER et
al., 2012), foi possivel medir o angulo de contato. As medi¢cdes foram feitas em triplicata e 0
tempo de permanéncia estudado da gota foi de 2 minutos.
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4.5.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier- FTIR

Com o objetivo de identificar os principais grupos quimicos nos compositos
estudados, as amostras foram medidas no equipamento marca- Agilent, modelo- Cary 630
FTIR, com dispositivo de ATR (Reflectancia Total Atenuada) 128 scans, resolugdo 8 cm,
faixa de varredura: 4000 a 650 cm™ do ICE/IFAM, realizando varreduras nas seguintes
dispersdes liquidas: DHP, OG e G6PD.

4.5.4. Espectroscopia no UV-VIS

As medidas no UV-VIS foram realizadas em duas amostras contendo: (i) 2 mL de
NPsAu na faixa 400-700 nm, com o objetivo de visualizar a banda plasmon das
nanoparticulas; (ii) 1951 uL de solugdo PBS 0,1 mol L e pH= 7,6, 20 uL de G6P (0,2 mol L
1, 15 uL de NAD* (3x10* mol L), 10 uL de Mg?* (0,5 mol L) e 4 uL de G6PD para
determinacdo da atividade enzimatica. Foi utilizado para a analise um espectrofotémetro UV-
VIS modelo Evolution 220 (Thermo FisherScientific®) pertencente ao LAEQ da Central
Analitica-CAM/UFAM.

4.5.4.1. Determinagédo da Atividade de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

Como comprovacdo do funcionamento da enzima foi determinada de maneira
alternativa a atividade da G6PD. A enzima foi seguida determinando-se a absorbancia de
formacdo da molécula NADH como resultado da reducdo do cofator NAD" em diferentes
tempos de reacdo a 340 nm. Uma unidade de atividade enzimatica por mililitro (U mL™) é
definida como a quantidade de enzima que causa 0 aumento de 0,001 unidades de absorbancia
por minuto. O aumento de absorbancia foi acompanhado por 60 minutos, logo apds adicdo da

amostra.

4.6. Procedimento Eletroanalitico para Determinacdo da Atividade Enzimética

A atividade enzimaética foi determinada mediante o uso das técnicas DPV e SWV.
A otimizagdo dos parametros das técnicas foi derivado de um estudo detalhado dos

voltamogramas obtidos para cada modificacdo, tendo como resultados: DPV (tempo de
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modulagéo 0,02 s, amplitude 25 mV, AE= 5 mV e tempo 0,5 s) e SWV (frequéncia 25 Hz,
amplitude 20 mV e AE= 5 mV) em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ e pH= 7,6 na presenca de
solugdo NAD' (3x10“ mol L), G6P (0,2 mol L?) e Mg? (0,5 mol L?). O estudo da
influéncia de pH realizou-se com o objetivo de conhecer o pH 6timo para a determinacéo da
atividade enzimatica, o estudo foi feito variando o pH (5,0, 6,8, 7,0, 7,6 e 8,2) da solucéo
PBS. As respostas foram avaliadas pela intensidade das correntes de pico (Ip), deslocamento
do potencial e estabilidade do sinal ap6s a reacdo enzimatica. Com as condicGes
experimentais ajustadas, construiram-se as curvas analiticas pela adicdo de aliquotas da
solucdo padrdo de NAD* (3x 10* mol L) na célula eletroquimica. As curvas analiticas
foram construidas sob condicdes de triplicata, com base no aumento da corrente de pico
devido a atividade catalitica da enzima, que se baseia na oxidacdo da G6P e reducdo NAD™
segundo mostrado na Equacdo 1. Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram
determinados em amostras brancos tendo as mesmas condic¢des experimentais, avaliando-se o

nivel de ruido fornecido pelo equipamento nas faixas de potenciais onde ocorre a deteccéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacdo Eletroquimica
5.1.1. Determinacdo da Area Eletroativa dos Eletrodos de Trabalho e Biossensores

A Figura 5.1 apresenta os gréficos de i (nA) vs v¥2 (VY?/s¥2) derivado dos
voltamogramas ciclicos (Anexo), obtidos para cada um dos eletrodos (ouro e carbono)
limpos. Cada voltamograma foi obtido no intervalo potencial de -0,4 a 0,8 V, usando

velocidades de varredura na faixade 0,01 a 0,1 V s™.
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Figura 5.1. Representagdo grafica i (pA) vs v¥? (VY?/s¥2) para cada um dos eletrodos

envolvidos ouro (A) e carbono (B).

Considerando os resultados mostrados na Figura 5.1 sobre a relacdo linear
existente entre a corrente e a raiz quadrada da velocidade, a equacdo de Randles-Sevcik foi
usada para determinar a area eletroativa dos eletrodos de trabalho. Na Tabela 5.1 sdo
mostrados os resultados, e pode-se observar que os dois eletrodos de trabalho de ouro e
carbono apresentam minimas diferencas na ordem de 0,0014 a 0,0072 cm? com respeito as
areas geometricas situacdo favoravel que permite estimar um bom aproveitamento da area no

processo de modificacdo da superficie dos eletrodos.
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Tabela 5.1. Resultados das areas eletroativas determinadas pela equacéo de Randles-Sevcik

Eletrodos Ouro Carbono
A. geométrica (cm?) 0,0314 0,0707
A (Ferri) (cm?) 0,030(1) 0,0659(4)
A (Ferro) (cm?) 0,029(1) 0,0635(4)
Fator de rugosidade 0,906(31) 0,899(6)
R2(%) 99,1 99,4

Da mesma forma, a &rea de cada biossensor é determinada em consideragcdo a

variacdo do material compdsito que os formam, e os resultados mostrados na Tabela 5.2

obtidos da analise dos graficos mostrados na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Representacdo gréfica
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i (MA) vs V2 (VY?/sY2) para cada um dos eletrodos

envolvidos. A, B, C- biossensores formados sobre substrato de ouro com a seguinte descricéo:
DHP-OG-G6PD; DHP-NPsAu-G6PD; DHP-OG-NPsAu-G6PD, respetivamente, e D, E, F-

biossensores sobre substrato de carbono com a mesma descri¢do e ordem mencionada para 0S

de ouro.
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Tabela 5.2. Resultados das areas eletroativas para os biossensores formados sobre o eletrodo

de ouro, determinadas pela equacdo de Randles-Sevcik.

Eletrodo de Ouro Eletrodo de Carbono
Compdsitos —A(Ferri)y  A(Ferro)  Fator de A(Ferri) A(Ferro) Fator de
. R*(%) . R*(%0)
(cm?) (cm?) rugosidade (cm?) (cm?) rugosidade
DHP-OG-
S6PD 0,0277(2)  0,0267(2)  0,851(6) 98  0,0489(30) 0,0471(31)  0,667(20) 99
DHP-
NPsAu- 0,0263(3) 0,0253(2)  0,807(8) 99  0,0534(20) 0,0515(21)  0,729(30) 99
G6PD
DHP-OG-

NPsAu-  0,0270(6) 0,0260(5)  0,829(17) 99  0,0395(10) 0,0381(10)  0,539(10) 98,9
G6PD

Como é mostrado na Tabela 5.2 os biossensores realizados a superficie de
carbono apresentaram uma maior diferenca na area eletroativa referido a sua area geométrica.
Isso pode ser devido a sua maior possibilidade de absorcdo sobre sua superficie do polimero
DHP, o que sugere maior diminuicdo da tensdo superficial. Ja os biossensores formados sobre
a superficie de ouro, eles mostraram menos diferencas na ordem de 0,0037 a 0,0061 cm?
explicado também pela sua menor capacidade de adsorcéo sobre a sua superficie do polimero
(JANEGITZ et al., 2015).

5.1.2. Estabilidade dos Sistemas em Estudo

A estabilidade é o parametro investigado que avalia a resposta eletroquimica dos
eletrodos para 10 ciclos de voltametria ciclica. Na Figura 5.3 é mostrado os graficos dos
valores das correntes de pico anddico e catodico (A) assim como 0s potenciais relacionados
com esses picos de corrente (B) frente a quantidade de ciclos, relacionado com os eletrodos de
trabalho ouro (preto e vermelho) e carbono (azul e verde); em solucdo de 5 mmol L%
[Fe(CN)s]*"* em PBS 0,1 mol L e pH=7,6.
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Figura 5.3. Estudo de estabilidade da resposta eletroquimica dos eletrodos de ouro e carbono
limpos em 5 mmol L [Fe(CN)e]*”*7/ PBS 0,1 mol L, pH= 7,6 a 0,1 V s. A- ouro e B-
carbono variacdo das correntes de pico anddica e catodica, C e D- os valores dos potenciais

correspondentes a cada pico de corrente durante cada ciclo respectivamente.

Nota-se que a corrente dos picos para ambos os eletrodos ouro e carbono Figura
5.3 A ndo apresentam grande variacdo o que indica estabilidade durante a medicdo. E
destacavel que os picos de corrente para carbono sdo muito mais altos ipa= 95,22 + 1,29 yA e
ipc = -90,57 + 0,65 YA o que permite concluir que o processo de limpeza foi mais efetivo e
maior condutividade que para os eletrodos de ouro. Os valores de potenciais na Figura 5.3 B
para ambos os eletrodos mostraram maior variabilidade tendo como resultado que para o
eletrodo de ouro os valores de AEa= 0,362 + 0,002 V; AEc= 0,263 £ 0,002 V e para carbono
AEa= 0,345 + 0,11 V; AEc= 0,178 £ 0,004 V. Da mesma maneira foram estudados os

biossensores e esse resultado se ilustra nas Figura 5.4 e 5.5.
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Figura 5.4. Estudo de estabilidade da resposta eletroquimica dos biossensores formados sobre
substrato de ouro com a seguinte descricdo: A e D- DHP-OG-G6PD; B e E- DHP-NPsAu-
G6PD e C e F- DHP-OG-NPsAu-G6PD. D, E e F-correntes de pico e A, B e C- valores de
potencial correspondentes a cada pico de corrente durante cada ciclo em 5 mmol L*
[Fe(CN)s]*"* /PBS 0,1 mol L, pH=7,6 20,1V s.
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Figura 5.5. Estudo de estabilidade da resposta eletroquimica dos biossensores formados sobre
substrato de carbono com a seguinte descri¢cdo: A, D- DHP-OG-G6PD; B, E- DHP-NPsAu-
G6PD e C e F- DHP-OG-NPsAu-G6PD. D, E e F- correntes de pico e A, B e C- valores de
potencial correspondentes a cada pico de corrente durante cada ciclo em 5 mmol L*
[Fe(CN)s]*"* /PBS 0,1 mol L, pH=7,6 20,1V s.

Nas Figura 5.4 e 5.5 mostram os resultados da relacdo Ipa, Ipc, Epa e Epc com a
quantidade de ciclos, sugerindo que os processos sdo estaveis e independentes do nimero de
ciclos efetuados. Na Figura 5.5 D observa-se um aumento no pico de corrente anddico no
biossensor EBAuU-DHP-OG-G6PD, onde o valor é ipa= 39,68 + 1,06 HA que comparados com
0s biossensores que usam a mesma superficie de ouro, a variacdo € aproximadamente 3,21
MA.

5.1.3. Caracterizacao do Processo de Imobilizacéo

O desenvolvimento deste projeto foi necessario realizar um estudo preliminar de
caracterizacdo dos eletrodos de trabalho limpos e as modificagdes sobre sua superficie com

filmes finos de DHP. Na Figura 5.6 (A, B) mostra os voltamogramas obtidos por VC de cada
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uma das etapas de desenvolvimento de cada compdsito sobre os eletrodos de ouro e carbono

respetivamente.
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Figura 5.6. Caracterizacdo eletroquimica mediante VC das etapas de formacdo dos
componentes de cada biossensor formado sobre eletrodos de ouro (A) e carbono (B) em 5
mmol L™ [Fe(CN)e]* " /PBS 0,1 mol L* e pH=7,6 20,1V s

Como é observado na Figura 5.6, os eletrodos de ouro e carbono ndo modificados
exibem um perfil reversivel e valores altos das correntes faradaicas do processo redox do par
[Fe(CN)s]*"*, indicando que a transferéncia de elétrons é controlada por difusdo até a
superficie dos eletrodos. Porém, ao recobrir os eletrodos com DHP, a magnitude de corrente
diminui nos eletrodos de trabalho desde 39,7 a 24,29 % e os potenciais de pico anddico se
deslocam para Ea de 0,042 a 0,175 V, respetivamente, devido a natureza isolante do filme
resultante que retarda a transferéncia de carga. O comportamento descrito anteriormente muda
ao adicionar ao DHP os componentes OG e NPsAu e finalmente a mistura de OG, NPsAu
para formar os novos compositos que foram depositados sobre os eletrodos de trabalho e que
conferem a cada eletrodo maiores valores de corrente. A variante do compdsito DHP-OG
(azul) alcancou os seguintes valores de ipa= 36,2 JA para eletrodo de ouro e para eletrodo
carbono ipa= 79,9 YA; o filme de DHP-NPsAu (verde) alcangou valores de ipa= 43,6 pA para

ouro e para carbono ipa= 81,2 pA, melhorando as condigdes de transferéncia. No filme DHP-
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OG-NPsAu (violeta) as condig¢des condutoras dos eletrodos aumentam e consequentemente a
melhora de transferéncia eletrénica na superficie dos eletrodos, sendo a ipa= 49,0 HA para
ouro e para carbono ipa= 91,2 pA muito proximo a resposta mostrada pelos eletrodos limpos.
A Figura 5.7 confirma com um nivel de maior precisdo o comportamento ante observado nos

voltamogramas ciclicos da Figura 5.6.
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Figura 5.7. Caracterizacdo eletroquimica mediante EIE das etapas de formacdo dos
componentes de cada biossensor sobre eletrodos de ouro (A) e carbono (B) em 5 mmol L de
[Fe(CN)6] “"* /PBS 0,1 mol Lt e pH=7,6

A Figura 5.7 destaca o estudo de EIE através dos graficos de Nyquist, onde se
pode observar que os eletrodos de ouro e carbono limpo possuem perfil linear com valores de
resisténcia de transferéncia de carga (Rtc) de 501 e 9,33x10° Q respectivamente, indicando
que o processo de limpeza dos eletrodos foi efetivo. Com a deposi¢do da molécula de DHP na
superficie dos eletrodos, os valores de Rtc mudaram drasticamente sendo para ouro de
541x10° Q e para o carbono 142x10° Q, o filme gera um impedimento eletrostatico para 0s
anions do eletrolito, dificultado assim, a difuséo e interacdo do par redox com a superficie do

eletrodo e diminuicdo da velocidade cinética de transferéncia de elétrons (RADI et al., 2009).

A introducdo dos outros componentes restantes OG e NPsAu para a formacao dos
filmes DHP-OG e DHP-NPsAu, conferem aos eletrodos uma diminui¢do nos valores de Rtc

comparados com o filme de DHP, mostrando-se uma diminuigdo do semicirculo na regido das
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altas frequéncias. Para o eletrodo de ouro os valores correspondentes para ambos os filmes
formados sdo 37,8x10% e 29,7x10% Q, respetivamente, com valores de porcentagem de
diminuigdo de 93 e 94,5 % respectivamente. Para o eletrodo de carbono os valores séo de
9,17x10° e 6,04x10° Q alcancando valores de porcentagem de diminuicio de 93,5 e 98,6 %

respetivamente.

Na Figura 5.7 é mostrado os resultados da mistura dos componentes OG e NPsAu
com o polimero DHP sendo que o novo filme DHP-OG-NPsAu recobra maiores valores de
velocidade cinética de transferéncia de cargas, sendo para o eletrodo de ouro Rtc= 7,35x10°
Q com 98,6 % de diminuicdo e para o eletrodo de carbono Rtc= 4,44x10° Q para um 96,9 %
de reducdo. As porcentagens sao referidas aos valores de Rtc obtido pelo filme polimérico

DHP para cada eletrodo. Na Tabela 5.3 se resume dois dos parametros determinados.

Tabela 5.3. Sumério dos parametros de EIE estimados para os eletrodos modificados nas
etapas de imobilizag&o.

Né&o DHP-OG-
Eletrodos . DHP DHP-OG DHP-NPsAu
modificados NPsAu
OCPau (V) 0,243 0,242 0,242 0,245 0,243
Rtsau () 501 541x10° 37,8x10° 29,7x10° 7,35x10°
OCPcarb (V) 0,243 0,245 0,245 0,246 0,247
RtScarb () 9,33x10°¢ 142x103 9,17x10° 6,04x10° 4,44x10°

Para estudar o comportamento da célula eletroquimica utilizando a técnica EIE, o
sistema em estudo é representado por um modelo ou circuito equivalente como mostrado na

Figura 5.8.
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Figura 5.8.Circuito de Randles modelo para a simulacao e ajuste dos dados de EIE.

Desta forma, um sistema eletroquimico simples pode ser representado por uma
resisténcia, R (resisténcia a transferéncia de carga de ions /elétrons), em série com um
elemento Zy (difuséo das espécies redox em solucdo) e em paralelo com um capacitor, Cai (A
dupla camada elétrica que € como um capacitor), que simula a interface eletrodo /solucéo e
esta, por sua vez, em série com um segundo resistor, Rs (representa a resisténcia 6hmica entre
0 eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia e abrange a resisténcia do eletrdlito, a
resisténcia dos fios usados para conectar a célula ao sistema de medicao), conforme mostrado

no circuito de Randles na Figura 5.8.

5.1.3.1. Caracterizacao dos biossensores

Os experimentos de VC e EIE foram realizados para analisar as caracteristicas
eletroquimicas dos biossensores conformados sobre eletrodos de ouro e carbono com a
imobilizacdo da biomolécula (G6PD). A Figura 5.9 mostra os voltamogramas ciclicos dos
processos faradaicos correspondente ao par redox nos eletrodos modificados de ouro e
carbono com DHP-OG-G6PD, DHP-NPsAu-G6PD e DHP-OG-NPsAu- G6PD e comparados

com os eletrodos sem modificag&o.
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Figura 5.9. Caracterizacao eletroquimica por VC dos biossensores formados sobre eletrodos
de ouro (A) e carbono (B) em 5 mmol L de [Fe(CN)s] > /PBS 0,1 mol L' e pH=7,6a0,1
Vst

Na Figura 5.9 sdo mostrados os voltamogramas correspondentes aos biossensores
de ouro e carbono onde se visualiza a diminuigdo dos valores de corrente correspondente ipa e
mantendo-se o deslocamento do potencial. No caso dos biossensores sobre a superficie de
carbono esse deslocamento foi menor que os exibidos Figura 5.6 B. Com a entrada de
biomolécula aumenta a resistividade dos filmes com respeito a etapa estudada que deu origem
a conformacdo dos biossensores, tendo para 0s biossensores sobre carbono valores de ipa:
57,8, 29,1 e 27,2 pA representando uma diminuicdo de 28,8, 64,2 e 66 % seguindo a ordem
mostrada no voltamograma Figura 5.9 B. Para os biossensores sobre ouro os valores
reportados séo: 19,7, 13,7 e 11,2 uA e com porcentagens de reducgéo de 59,8, 62,2 e 74,3 %

seguindo a ordem dos voltamogramas da Figura 5.9 A.

A Figura 5.10 mostra os resultados do estudo de EIE do processo de

caracterizacdo dos biossensores.
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Figura 5.10. Caracterizacao eletroquimica por EIE dos biossensores formados sobre eletrodos
de ouro (A) e carbono (B) em 5 mmol L de [Fe(CN)6] *”* /PBS 0,1 mol L™ e pH=7,6.

Na Figura 5.10 se destaca o estudo de impedéancia eletroquimica onde se pode
observar que para 0s biossensores de ouro e carbono se gerou um impedimento fisico maior,
que retarda a velocidade de transferéncia de carga até a superficie do eletrodo. Os valores de
Rtc para cada um dos biossensores sobre ouro foram de 50x10%, 99,9x10% e 105x10% Q com
valores de porcentagem de aumento da resistividade na faixa de 183 a 580 % e para 0s
biossensores sobre carbono valores de Rtc de 12,2x10% 14,2x10° e 14,5x10° Q e
porcentagem de aumento de resistividade na faixa de 58 a 219 %, segundo a ordem mostrada
na Figura 5.10. Os resultados corroboram o comportamento antes descrito pela técnica de

VC. Na Tabela 5.4 se resume dois dos parametros determinados.
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Tabela 5.4. Sumario dos pardmetros de EIE estimados para 0s biossensores.

Eletrodo DHP-OG-G6PD  DHP-NPsAu-G6PD  DHP-OG-NPsAu-G6PD
OCPau (V) 0,249 0,249 0,249
Rtsas (Q) 105x10° 99,9x10° 50x10°
OCPcars (V) 0,249 0,248 0,248
Rtscars (€2) 14,5x103 14,2x10°3 12,2x10°

5.2. Caracterizacdo Morfoldgica e Estrutural dos Biossensores

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na Figura 5.11 (A-H) sdo mostradas as micrografias dos diferentes componentes
do compésito (G6PD, OG, DHP, NPsAu) assim como a misturas deles, mostrando as
mudancas morfoldgicas superficiais. A imagem de MEV correspondente a enzima G6PD
(Figura 5.11 A) mostrou a presenca de uma superficie ndo uniforme, com irregularidades
com tendéncia a formacdo de figuras com caracteristicas circulares o que ndo descarta a
presenca de tracos retos, situacdo que pode contribuir a rugosidade mostrada na mistura
(Figura 5.11 E), onde a amostra ndo apresenta poros e nenhuma formacao de agregados. Por
outro lado, 0 OG representado pela Figura 5.11 B apresenta um aspecto semelhante ao de
uma folha de papel amassada com rugas e dobras na superficie. Esta aparéncia sugere que as
interacdes entre os grupos funcionais oxigenados presentes entre as camadas e nas bordas
(ANDRADE, 2019). Por outro lado, na Figura 5.11 C é observado o DHP como descrito na
literatura, ap0s a evaporacdo do solvente onde €, observada a automontagem de filmes de
multiplas camadas, semelhantes a biomembranas, formando um filme estavel na superficie do

eletrodo, provavelmente devido as ligagdes de hidrogénio (JANEGITZ et al., 2015).
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Figura 5.11. Imagens de MEV da G6PD (A), OG (B), DHP (C), EDS (D), DHP-OG-NPsAu-
G6PD (E-H).

Nas imagens da Figura 5.11 (E-H) ndo sdo possiveis distinguir as nanoparticulas
de ouro, mas destaca-se a mistura dos componentes anteriores, distribuidos de maneira nédo
uniforme sobre a superficie. As estruturas principais mostradas nas figuras tém formas
ramificadas e longas, questdo poderia estar atribuida a presenca de OG devido a seu tipo de
estrutura de folhas e as caracteristicas antes descritas da G6PD, assim como também se
observa materiais particulados e laminados atribuidos a OG e DHP. A Figura 5.11 D
representa distribuicdo dos elementos quimicos encontrados na amostra, correspondendo as

cores a: amarelo (N), laranja (Au), violeta (Na), azul (O), verde (P) e vermelho (S).

5.2.2. Angulo de Contato

Com o objetivo de mostrar as afetacfes sobre a superficie dos eletrodos de ouro e
carbono foram realizados os experimentos de molhabilidade. Na Tabela 5.5 sdo mostrados 0s
resultados de molhabilidade (&dgua) referido aos eletrodos de ouro e carbono e suas
modificagdes, comparando entre si. Os eletrodos de ouro e carbono ndo modificados possuem

caracteristica predominantemente hidrofilica com angulo de contato de 41,65 e 49,69°,
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respetivamente. Essas mesmas caracteristicas hidrofilicas sdo mantidas quando sobre eles é
colocada uma gota do polimero DHP variando esses angulos para 30,13 e 19,83°, destacando
suas caracteristicas tensoativas e a afinidade de ser muito mais adsorvido pela superficie de

carbono.

Tabela 5.5. Valores de angulo de contato para os eletrodos modificados.

Eletrodo  Au U pHp  DHPOGT DHPARESAU NPEALGEPD
Acn(f’rt‘tg’tge 41,65 3013 27,59 53,47 56,05 54.31
Eletrodos Carb %aHrIt:J)- DHP DZZP%G DH ZQIPPSAU_ N ESHATJ(C)ESPD
A:frig’tge 4969 1983 3506 24,84 36,22 344

A incorporacdo de nanoestruturas de ouro, 6xido de grafeno e biomolécula na
matriz polimérica de DHP promovem uma modificacdo superficial significativa referido ao
substrato ouro com aumento do angulo de 53,47 a 56,05°, porém ainda com caracteristicas
hidrofilicas de destaque. J& para o substrato carbono essas caracteristicas hidrofilicas
melhoram e os valores mostrados na tabela se encontram entre de 24,84 a 36,22° bem

menores como mostrado na Figura 5.12 (G-L).

Figura 5.12. Angulos de contato dos eletrodos de ouro, carbono e biossensores: A-Au, B-
Au+ DHP, C-Au-DHP, D- Au-DHP-OG-G6PD, E- Au-DHP-NPsAu-G6PD, F- Au-DHP-OG-

NPsAu-G6PD, a mesma descricdo para o eletrodo de carbono tendo em conta as letras

subsequentes.
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O grau de molhabilidade da superficie dos eletrodos modificados com
nanocompositos poliméricos pode ser explicado pela tensdo superficial devido a incorporacédo
de grupos hidroxilas, -OH, COOH, -O-, vacéancias presente na superficie das nanoestruturas
de ouro assim como determinadas interacOes eletrostaticas presentes na enzima que poderiam
favorecer esse fato. O aumento dos angulos de contato no eletrodo de ouro guarda estreita
relacdo com a sua superficie que apresenta menos porosidade que a do carbono sendo a
molécula polimérica menos adsorvida. Pode-se observar que as ordens dos angulos de contato
para um mesmo eletrodo estdo relativamente préximo um do outro pelo que
consequentemente, se apresenta uma energia superficial semelhante, corroborado com os
resultados das areas eletroativas determinadas para cada substrato tendo em conta as

modificagdes compdsitas como observado na tabela anterior.

5.2.3. Espectroscopia Infravermelha com Transformada Fourier- FTIR

Na Figura 5.13 sdo mostrados os espectros de FTIR-ATR das amostras Glicose-
6-Fosfato desidrogenase (G6PD), 6xido de grafeno (OG) e Dihexadecil fosfato (DHP),
identificando-se as bandas principais conseguidas mediante a analise.
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Figura 5.13. Espectros de FTIR-ATR para as amostras G6PD (azul), OG (vermelho) e DHP
(preto).

Para a enzima G6PD foram identificadas no espectro na regido de 3700 a 2728
cm! bandas relacionadas com os modos vibracionais de deformacio axial dos grupos v(O-H,
C-H e N-H), banda entorno a 1632 cm™ caracteristicos de vibragdo de estiramento de v(C=0)
de amidas. Na regido de 1760-1710 cm™ poderiam se localizar v(C=0) relacionados com
grupos carboxilicos presentes nos aminoacidos que formam a proteina. Na regido de 1446 cm’
! uma banda relacionada com a deformacdo angular dos grupos 5(CH2). A banda em 1092 cm
! aproximadamente esta relacionada com modos vibracionais de v(C-O) de grupos fendlicos e

os sinais perto de 900 cm relacionado com anel aromatico.

A presenca do oxido de grafeno foi identificada mediante o reconhecimento das
seguintes bandas: 3742-2978 cm™ que pode ser atribuido as vibragdes do grupo hidroxila
v(OH), banda proximo em 1640 cm™ v(C=C) aromatico, banda perto 1218 cm™ relacionado
com estiramento de v(C-O) de grupo epdxi, banda relacionada com grupos alcoxi perto de
1047 cm™, modos vibracionais de v(CH) aromaticos em 2847 cm™ e na regio de 900-860 cm”
! presenca de anel aromatico (CHEN et al., 2013; LI & YANG, 2014).
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As bandas relacionadas com DHP foram: na regido (2960-2850) cm™ relacionados
modos vibracionais do v(CHs) e v(CHz), as bandas na regido (1468- 1338) cm™ sdo referente a
deformacdo angular dos grupos 8(CHs; CHz e CH), na regido de 1211 cm™ banda atribuida ao
estiramento v(P=0), (MIELOCH et al., 2020), na regifo de 1084-916 cm localizado modos
vibracionais relacionados com estiramento assimétrico do grupo v(POs) e 870 cm
relacionado com vibragbes de alongamento de wv(P-OH), (FOWLER et al, 1993,
WLADYMYR et al., 2013).

5.2.4. Espectroscopia no UV-VIS das NPsAu

Na Figura 5.14 € mostrado o espectro de absorbancia correspondente a
identificacdo das NPsAu nas amostras composito em estudo. As NPsAu se caracterizam por
apresentar oscilagdo eletronica em ressondncia com a frequéncia da radiacdo incidente,
denominadas superficie de plasmon ressonante que depende, sobretudo, da morfologia e
dimensdo das NPs (SOARES, 2016). A Figura 5.14 mostra a banda de absor¢do maxima
entre 500-540 nm e é tipica de NPsAu, coincidindo com a literatura (SILVA, 2015).
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Figura 5.14. Espectro de absor¢do no UV-Vis das Nanoparticulas de ouro.
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5.2.4.1. Determinagao da Atividade de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

Com intuito de avaliar a atividade enzimatica da G6PD e definir o tempo de
reacdo enzimatica nas condi¢es de desenvolvimento do biossensor, foram realizadas as
medidas em triplicata da amostra: 4 uL da enzima em estudo, 20 uL (G6P), 15 uL (NAD"), 10
uL (MgCly) e completou-se até 2 ml com solugdo PBS 0,1 mol L pH 7,6. A leitura de
absorbancia foi realizada nos tempos (0, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60) minutos a 340 nm a
temperatura ambiente. Uma unidade de atividade por mililitro (U mL™) é definida como a
quantidade de enzima que causa 0 aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto
(FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002; VIEIRA et al., 2003).0s resultados podem ser

observados na Figura 5.15.
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Figura 5.15. Medida da atividade enzimatica (G6PD) mediante a redugdo do cofator
NAD*/NADH.

O aumento dos valores de absorbancias obtidos indicou que com o aumento do
tempo a formacdo de NADH aumenta o que confere atividade catalitica. Nos ultimos pontos
da curva é mostrado, como a diferenca entre os valores de absorbéncia diminui devido a
diminuicdo das moléculas NAD*. Para este trabalho o tempo de 30 minutos foi selecionado

como tempo da reacdo enzimatica, devido a que tempo superiores a esse valor resultam pouco
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atrativos ja que muitos dos métodos de deteccdo da atividade da G6PD usados estdo na faixa
de 10 a 30 minutos. Sendo assim a pesquisa tratou de se aproximar a isso tempos.

5.2.5. Otimizacéo dos Parametros Voltamétricos do Biossensor Enzimatico

Antes da construcdo das curvas analiticas para NAD™, realizou-se a otimizacdo
dos parametros da DPV e SWV em meio de tampao fosfato pH= 7,6 para os biossensores
sobre carbono e ouro, respectivamente. Investigou-se para DPV, o tempo de modulacdo no
intervalo de 0,01 a 0,05 s sendo 0,02 s como valor otimizado, amplitude 25 a 150 mV sendo
25 mV o valor selecionado e AE= 2,5 2100 mV, exibindo 5 mV como o valor de melhor
resultados, entretanto para SWV foram investigados a frequéncia 10 a 91 Hz, a amplitude 10 a
100 mV e o step 1 a 7 mV, sendo os valores selecionados 25 Hz, 20 e 5 mV respectivamente.
A resposta foi avaliada tendo em conta os valores de intensidade de corrente e perfil grafico
do voltamograma Figura 5.16 e 5.17, com adicdo de 20 uL (G6P), 20 uL (NAD"), 10 uL
(MgCl,) em solucdo PBS 0,1 mol L™ e pH=7,6.
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Figura 5.16. DPV e SWV dos eletrodos de trabalho, biossensores e processo de detecgéo dos
biossensores. DPV de A, B- sobre eletrodos de carbono e SWV de D, E, F- sobre eletrodos de

ouro, em PBS 0,1 mol L?e pH=7,6.
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Figura 5.17. DPV e SWYV dos processos de deteccdo dos biossensores relacionados com a
Figura 5.19 em PBS 0,1 mol L't e pH=7,6

A Figura 5.16 (A, B, D, E e F) mostra a comparacdo da deteccdo dos
biossensores com os perfis dos eletrodos de trabalho e os perfis das modificacfes sobre as
suas superficies, mostrando os picos de corrente do processo de oxidacdo e reducdo da
molécula NAD*/NADH. A formacdo de NADH é um indicador de atividade enzimatica,
conforme mostrado nos voltamogramas da Figura 5.17 foram identificados os picos de
corrente na ordem de microampere correspondentes ao NAD*/ NADH nas faixas de
potenciais (0,7- 1,3) / (0,25- 0,65), (0,67-0,83) / (0,51- 0,65) V para 0s biossensores sobre
carbono e para os biossensores sobre ouro nas faixas (0,82- 1,2) / (0,5- 0,8), (0,81-1,1) / (0,5-
0,8), (0,9-1,1) / (0,6- 0,85) V. O incremento da corrente de reducdo esta relacionado com a
maior formacgédo de NADH, que a sua vez apresenta estreita relagdo como a maior quantidade
de centros ativos da enzima disponivel para acelerar a oxidacdo de molécula G6P substrato da

reacao enzimatica.
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5.2.6. Influéncia do pH do Eletrdlito Suporte sobre a Atividade da G6PD

Os resultados do estudo do efeito do pH do meio sobre a resposta dos dispositivos

sdo mostrados na Figura 5.18. Os experimentos foram realizados para 20 uL (NAD") de

3x10“*mol L!como solugdo padrdo em PBS 0,1 mol L™ e pH=7,6.
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Figura 5.18. Estudo da influéncia do pH a partir da respostas dos biossensores durante a
deteccdo com a adigdo de 20 uL NAD* de 3x10*mol L™t em PBS 0,1 mol L e pH=7,6. A
(EBC-DHP-NPsAu-G6PD), B (EBC-DHP-OG-G6PD), D (EBAu-DHP-NPsAu-G6PD), E
(EBAuU-DHP-OG-G6PD) e F (EBAuU-DHP-OG-NPsAu-G6PD).

Os resultados do estudo mostrados na Figura 5.18 demonstram que existe

atividade enzimatica mostrada para cada valor de pH em estudo, porém os melhores

resultados de sinal de corrente de pico foram alcancados para pH=7,6 em todos 0s

biossensores, tendo esses resultados comportamento similar aos reportados na literatura. A

reacdo enzimatica é favorecida segundo literatura em pH préximos 7,8, pelo que esse valor de

pH= 8,2 poderia ser estudado com posterioridade ja que mostrou valores de pico de corrente
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de reducéo consideraveis (ISHAQUE et al., 1974; OLIVE & LEVY, 1975; ROWLAND et al.,
1994).

5.2.7. Construcéo da Curva Analitica para NAD*

Na Figura 5.19 sd8o mostradas as curvas analiticas construida empregando o
método de adicdo de padrdo, por adigbes de aliquotas de 5 a 40 uL de NAD* de 3x10* mol
L~! & célula eletroquimica, com agitagdo por 2 segundos e tempo de incubagio para a reagio
de catélise enzimatica de 30 minutos. Realizou-se as leituras mediante o uso das técnicas DPV
e SWV para o0s biossensores sobre carbono e ouro, respectivamente, em PBS 0,1 mol Lt e
pH=7,6.
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Figura 5.19. Curvas analiticas a partir das respostas dos biossensores durante a detecgdo a
diferentes concentragdes de NAD* de 0,75 a 6 umol LY/ PBS 0,1 mol L™ e pH= 7,6. A-
(EBC-DHP-NPsAu-G6PD), B- (EBC-DHP-OG-G6PD), D- (EBAu-DHP-NPsAu-G6PD), E-
(EBAuU-DHP-OG-G6PD) e F- (EBAuU-DHP-OG-NPsAuU-G6PD).

A Figura 5.19 (A, B) e (D, E, F) correspondem 0s biossensores sobre carbono e
ouro, respetivamente. A figura mostra que existe uma correlagdo linear entre os valores de

pico de corrente relacionados com a resposta do biossensor e os valores de concentracdo do
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cofator na solucdo. Essa linearidade é evidenciada pelas equacBes da reta e valores 0s

coeficientes de correlacdo mostrados na figura e apresentados na Tabela 5.6 junto aos LD e

LQ. Os limites foram determinados para cada biossensor tendo em conta a relacéo

sinal/ruidos em amostras brancos (auséncia de NAD).

Tabela 5.6. Resumo da correlacdo das curvas analiticas e os LD e LQ.

Eletrodos Parametros DHP-NPsAu- DHP-OG-G6PD DHP-OG-NPsAu-
G6PD G6PD
Carbono Equacao i=044C+1,31 i=0,14C +1,28
R? (%) 98,3 99,2
LD (mol L?) 1,17x10° 1,74x10°
LQ (mol L) 1,20x10¢ 2,21x10°
Ouro Equagéo i =0,24C+ 1,36 i=0,13C+1,23 i=027C+1,14
R? (%) 98,8 99,1 99,0
LD (mol LY) 1,1x10° 1,43x10° 1,81x10
LQ (mol L?) 1,9x10°® 2,68x10° 2,19x10°

5.2.8. Estabilidade do Biossensor

Os ensaios de estabilidade dos biossensores foram realizados pela analise dos

valores de corrente da resposta dos biossensores ap0s periodo de armazenamento usando a

solucdo PBS 0,1 mol Lt e pH= 7,6 para realizar as medicdes, resultados mostrados na Figura

5.20.
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Figura 5.20. Estudo de estabilidade dos dispositivos depois de um periédo de
armazenamento. Resposta & adi¢do de 20 pL NAD" de 3x10“ mol L™* em PBS 0,1 mol L?,
pH= 7,6. A (EBC-DHP-NPsAu-G6PD), B (EBC-DHP-OG-G6PD), D (EBAu-DHP-NPsAu-
G6PD), E (EBAuU-DHP-OG-G6PD) e F (EBAuU-DHP-OG-NPsAuU-G6PD).

Os resultados Figura 5.20 indicaram que apdés 7 dias de armazenamento as
respostas dos biossensores apresentam tendéncia a decrescer gradualmente com o tempo,
sendo muito mais consideravel essa perda de atividade da G6PD ap6s 23 dias. Os
biossensores de carbono perdem entre 36,5- 92 % e os de ouro entre 40- 71,8 %, sendo 0s
mais afetados o0s que apresentam a modificacdo DHP-NPsAu-G6PD. Estudos apresentados na
literatura mostraram ensaios de estabilidade de biossensores baseados em G6PD no intervalo
de 5 a 20 dias, com perda significativa da atividade enzimatica (BASSI et al., 1999; CUI et
al., 2006).
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho foram desenvolvidos cinco dispositivos com o objetivo de
determinar a atividade enzimatica da G6PD. Para desenvolvimento do mesmo foram
caracterizados eletroquimicamente (VC e EIE), os eletrodos de trabalho de ouro e carbono

assim como as modificagdes sobre as suas superficies.

Empregando o método de encapsulamento, a G6PD foi adequadamente
imobilizada em DHP sobre os eletrodos de ouro e carbono modificado formando filmes finos
com diferentes variantes de compdsitos sobre as superficies de eletrodos de ouro e carbono
dispostos da seguinte forma: DHP-NPsAu-G6PD, DHP-OG-G6PD, DHP-OG-NPsAu-G6PD.
O processo de imobilizacdo foi caracterizado eletroguimicamente (VC e EIE),
morfologicamente (MEV e AC) e estruturalmente (FTIR e UV-Vis).

Os dispositivos desenvolvidos foram aplicados para a determinacdo da atividade
enzimatica mediante a deteccdo da formacdo de NADH em amostras sintéticas e apresentaram
excelente resposta linear entre 0,75 X107 a 6,0x10° mol L™ com R? entre 98 e 99 % nas
condicOes 20 uL (G6P), 20 uL. (NAD™) 10 uL (MgCl2), 30 min de incubagdo em PBS 0,1 mol
L, pH= 7,6 e parametros optimizados das técnicas DPV e SWV.

Os valores de LD e de LQ calculados encontram-se na ordem de 1,1x10° a
1,81x10° mol Lt e 1,20x10°° a 2,68x10° mol L™, respectivamente, sendo comparaveis
com os reportados na literatura para biossensores usando a G6PD. Os estudos de influéncia do
pH e de estabilidade apds periodo de armazenamento indicaram que a resposta do biossensor
foi melhor no pH= 7,6, por apresentar os melhores valores de corrente de pico para todos 0s
biossensores construidos e a estabilidade apos seis dias de armazenamento foi decrescendo
gradualmente em uns mais que outros biossensores alcan¢ando niveis de perda da atividade da
enzima de 36,5 a 92 % para 0s biossensores sobre carbono e 0s biossensores sobre ouro entre
40 a 71,84 %.

Portanto, os dispositivos eletroquimicos baseado na enzima G6PD apresentaram
desempenho analitico desejado para determinacdo da atividade da G6PD visando a elaboracéo

de futuro sensor amperométrico para a deteccdo do déficit enzimatico da G6PD, exibindo

93



facil construcéo, sensibilidade satisfatoria, faixa de trabalho adequada e estabilidade. Os
novos dispositivos tém a cobertura futura de ser usados para anélises de G6P em diferentes

amostras bioldgicas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

De modo geral, muito estudo ainda pode ser realizado para otimizar os parametros
dos biossensores propostos, garantindo o melhor desempenho dos mesmos nas medidas de

atividade enzimatica.

Terminar os estudos de:

» Concentracdo da enzima G6PD,

* Temperatura visando o melhor desempenho da G6PD,
+ Com diferentes tampdes a diferentes concentracfes

+ PBS0,1mol L?epH=7,6/ KCI 0,2 mol L*

* Interferentes

Realizar os trabalhos de

» Validacdo do método proposto

» Fabricacdo dos biossensores amperométricos

» Estudo comparativo dos biossensores usando NAD* e NADP*
» Determinacdo de custo dos biossensores

» Estudo de factibilidade econémica dos biossensores

» Aplicacdo dos biossensores em amostras bioldgicas
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9. ANEXO

40

20 40
10 20|
20
04
0 0
. -0 — —
< < z
= 20 = 0l = 204
304
-40
40
404
50
50 0]
60 T T T T T T T T T T T T T T 80 T T T y T T T
06 04 02 00 02 04 06 03 06 04 02 00 02 04 06 08 06 04 02 00 02 04 06 08
E(V) E(Y) E(V)
60 100
40|
50
20
0 0
< 2 <
= = =
404
504 -100{
804
150
100
T T T T T T T T T T T T T T
06 04 02 00 02 04 05 08 06 04 02 00 02 04 05 08
EW) EWV)

Figura 9.1. A, B, C, D, E- voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono as velocidades
0,01, 0,02, 0,03, 0,05 e 0,1 V s para 3 ciclos em solucdo de KsFe(CN)s 5x10° mol LY/KCI
0,5mol L,
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Figura 9.2. A, B, C, D, E- voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro as velocidades 0,01,
0,02, 0,03, 0,05 e 0,1 V s a 3 ciclos em solugdo de KsFe(CN)s 5x10° mol L}/ KCI 0,5 mol

L2,

113



