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RESUMO

BOSCO, Alfredo Jackson Telles. Desenvolvimento de biossensor eletroquimico
para deteccdo do biocombustivel etanol. Rio de Janeiro, 2015. Dissertacao
(Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A presente dissertacdo trata do desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico para medicdo do biocombustivel etanol. O elemento de transducéo foi
constituido pelo composito grafite:polianilina:epdéxi onde foram imobilizadas as
enzimas alcool-oxidase e horseradish-peroxidase. Foi realizado um planejamento
experimental para determinar a melhor propor¢cdo entre 0os componentes do
composito e outro para determinar a melhor composicdo da solucdo utilizada na
imobilizacdo enzimética. Para proporcionar um biossensor mais eficiente foram
sintetizadas nanoparticulas de prata atravées do Método de Turkevich e incorporadas
a mistura da matriz. A dispersdo de nanoparticulas foi caracterizada por
espectroscopia UV-Visivel baseada na varredura de comprimento de onda entre 250
e 700 nm. A caracterizacdo térmica dos constituintes da matriz do biossensor foi
realizada por Analise Termogravimétrica e por Calorimetria Exploratoria Diferencial.
Os eletrodos obtidos foram caracterizados por voltametria ciclica a diferentes
velocidades de varredura de potencial utilizando uma solugdo de K4sFe(CN)s 10 mM
em KClI 3 M entre 0,2 e 0,75 V vs. Ag/AgCI e contra-eletrodo de platina. A
caracterizacdo morfologica da superficie do biossensor foi realizada com
Microscopia Eletrbnica de Varredura operando com aceleracdo de voltagem de
20 kV. A repetitividade dos biossensores foi examinada realizando leituras
consecutivas no mesmo dia e a reprodutibilidade foi examinada realizando leituras
diarias durante trés dias consecutivos obtidas por voltametria de onda quadrada. Os
biossensores foram testados em uma amostra do biocombustivel etanol e outra
amostra de meio fermentado oriundo de praticas laboratoriais da EQ-UFRJ que
foram anteriormente analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O
planejamento experimental propds que a massa da matriz do eletrodo seja composta
por 25% de grafite, 40% de polianilina e 35% de resina epdxi, e que o volume da
solucdo de imobilizacdo enzimética seja composta por 85% de solucdo enzimética,
10% de albumina e 5% de glutaraldeido. O espectro de absorcdo da dispersao

coloidal de nanoparticulas de prata exibiu uma banda de absorcdo em


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCwQFjAF&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FCromatografia_l%25C3%25ADquida_de_alta_efici%25C3%25AAncia&ei=JVSLVKfdIoqlNtnHgUA&usg=AFQjCNH_PqNShNn0mgfPo6-NTq8Ycz7JyQ&bvm=bv.81828268,d.eXY

aproximadamente 400 nm, confirmando o sucesso de sua sintese. Com a
caracterizacdo térmica foi possivel observar a influéncia das nanoparticulas de prata
no comportamento do compodsito da matriz. A caracterizacdo eletroquimica dos
eletrodos informou que a adicdo de nanoparticulas de prata proporcionou um
aumento de 32,35% no pico de corrente catdédica do biossensor e que as correntes
de picos maiores e mais definidas foram as fornecidas pelo eletrodo com a
composicdo estimada pelo planejamento experimental. A caracterizacdo morfolégica
do biossensor apresentou uma grande reducdo do numero de sulcos na sua
superficie apds a imobilizacdo indicando que houve a reticulacdo do glutaraldeido
com as enzimas imobilizadas. A repetitividade do biossensor e a reprodutibilidade da
metodologia na confeccdo do mesmo foram consideradas satisfatorias por obter a
maior variacdo de leitura em 4,5% e 9% respectivamente. Porém o mesmo ndo
ocorreu com sua reprodutibilidade por manter sua funcionalidade durante apenas um
dia. O biossensor desenvolvido apresentou uma preciséo de 67,23% ao ser utilizado
na medicdo do biocombustivel etanol e de 82,61% ao ser utilizado na medicdo de

meio fermentado oriundo de préticas laboratoriais da EQ-UFRJ.

Palavras-chave: Biossensor. Etanol. Alcool-oxidase. Horseradish-peroxidase.

Polianilina. Nanoparticulas de prata. Voltametria.



ABSTRACT

BOSCO, Alfredo Jackson Telles. Development of an electrochemical biosensor
for the detection of biofuel ethanol. Rio de Janeiro, 2015. Dissertation (Master in
Chemical and Biochemical Process Technology) - School of Chemistry, Federal
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

This dissertation is about of the developing of an electrochemical biosensor for
measuring  biofuel ethanol. The transducing element constituted by
graphite/polyaniline/Epoxy composite where alcohol oxidase and horseradish
peroxidase enzymes were immobilized. An experimental design carried out to
determine the best ratio between the components of the composite and the other to
determine the best composition of the enzyme solution used for immobilization. To
provide an efficient biosensor, silver nanoparticles were synthesized through of the
Turkevich method and incorporated it into the composite. The nanoparticles
dispersion was characterized by UV-Visible spectroscopy in the scanning based
wavelength between 250 and 700 nm. Thermal characterization of the biosensor
matrix constituents was achieved by Thermogravimetric Analysis and Differential
Scanning Calorimetry. The morphological characterization of the biosensor surface
was performed with Scanning Electron Microscopy. The responses of the electrodes
obtained were characterized by cyclic voltammetry at different scan rates using a
10 mM K4Fe(CN)g solution in KCI from 0.2 to 0.75 V vs. Ag/AgCl and platinum
counter electrode. The repeatability of the biosensor was examined by performing
consecutive readings on the same day and the reproducibility was examined by
performing daily readings for three consecutive days obtained by square wave
voltammetry. The experimental design proposed that the electrode matrix is
composed of 25 mass% of graphite, 40% of polyaniline and 35% epoxy resin, and
the volume of immobilized enzyme solution is comprised of 85% enzyme solution,
10% albumin and 5% glutaraldehyde. Biosensors were tested in an ethanol fuel
sample and another sample of fermented medium come from laboratory practices
EQ-UFRJ illustrated previously Analyzed by Liquid Chromatography of High
Efficiency. The absorption spectrum of the colloidal dispersion of silver nanoparticles
exhibited an absorption band at 400 nm, confirming the successful synthesis. With
the thermal characterization was possible to observe the influence of silver

nanoparticles in the matrix composite behavior. The electrochemical characterization



of the electrodes indicated that the addition of silver nanoparticles resulted in an
increase of 32.35% in the cathodic peak current and the biosensor current peaks
higher and more defined by the electrode were provided with composition estimated
by the experimental design. The morphological characterization of the biosensor
showed a large reduction in the number of grooves on its surface after the
immobilization. Indicating there was the reticulation of the glutaraldehyde with
immobilized enzymes. The repeatability of the biosensor and the reproducitibility of
its manufacturing methodology were considered satisfied once it presented greatest
variation in 4.5% and 9%, respectively. However, this did not occur with
reproducibility for maintaining its functionality for only one day. The biosensor had
developed an accuracy of 67.23% when used in measuring fuel ethanol and 82.61%
when used in measuring fermented medium coming from laboratory practices EQ-
UFRJ.

Keywords: Biosensor. Ethanol. Alcohol oxidase. Horseradish peroxidase. Polyaniline.

Silver nanoparticles. Voltammetry.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

O biossensoramento é um tema de grande relevancia, tanto na area cientifica
quanto na area tecnoldgica, dado o seu potencial em diversas aplicacbes como
diagnéstico meédico, cuidados de saude, meio ambiente, energia, seguranca
alimentar e outros. Dessa forma, a deteccdo especifica e sensivel de substancias
em curto espaco de tempo desempenha um papel primordial em diveros processos.
(BANULS; PUCHADES; MAQUIEIRA, 2013).

O monitoramento continuo e o controle em processos exige o dominio de
métodos analiticos confiaveis simples, rapidos, que minimizem o consumo de
reagentes e, consequentemente, a geracao de residuos. O monitoramento continuo
também visa a deteccao rapida de anormalidades e adocdo de acdes corretivas.
(RIBEIRO; ROCHA, 2013).

Um sensor quimico é um dispositivo que transforma uma informacgéo quimica,
variando desde a concentracdo de um componente especifico da amostra até a
analise da composicdo total, num sinal analiticamente util. Segundo a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) um biossensor € um instrumento
integrado que é capaz de fornecer uma informacgéo analitica especifica, quantitativa
ou semi-quantitativa através do uso de um elemento de reconhecimento biolégico
(receptor bioguimico) que estd em contato direto com o elemento de transducao
(SILVA, 2011). Diversas biomoléculas tém sido aplicadas como elementos
sensoriais, tais como enzimas, anticorpos, receptores, organelas, micro-organismos,
células e tecidos de animais e plantas. Dentre estes biocomponentes, as enzimas
sdo 0s mais amplamente utilizados na confeccdo dos biossensores. (KARIM;
FAKHRUDDIN, 2012).

Muitos eletrodos, polimeros, sol-gels, nanomateriais e monocamadas auto-
montadas tém sido usados para obter biossensores enziméticos. Os materiais
compositos a base de polimeros condutores, mediadores redox, nanoparticulas
metalicas e nanocompdésitos tém sido utilizados para combinar as propriedades dos
componentes individuais com um desempenho sinérgico na fabricacdo de
biossensores. (CEVIK; SENEL; ABASIYANIK, 2012).

A imobilizacdo de enzimas € um passo decisivo na construcdo dos
biossensores. A escolha do método de imobilizacdo depende principalmente da

enzima a ser imobilizada, do suporte utilizado para imobilizacdo e do mecanismo de
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transducdo. O uso da técnica de imobilizacdo de enzimas em processos onde atuam
como agentes de catalise, seja na biotransformacdo ou em andlise qualitativa e
guantitativa possui muitas vantagens, tais como: boa estabilidade térmica e
operacional, capacidade de reutilizacdo, utilizacdo continua, facilidade de separar a
enzima do seu produto e reducdo do custo operacional. Como  principal
desvantagem uma possivel perda da atividade enzimatica durante a imobilizacéo.
(ERDEN; KILIC, 2013).

Devido as possiveis toxidades desses novos materiais, S80 necessarios
estudos mais abrangentes e profundos relacionados tanto a saude humana quanto
para 0 meio ambiente. Um exemplo dessa toxidade s&o os nanomateriais que
podem conter em sua composicao diversos metais pesados e, além disso, existe o
fato desses nanomateriais poderem interagir fortemente com o ambiente em que se
encontram, comprometendo o funcionamento do biossensor. (OLIVEIRA et al.,
2013).

O mercado para biossensores enzimaticos vem aumentando devido,
principalmente, ao desenvolvimento de novas tecnologias de construgéo, de
metodologias mais evoluidas e modernas de imobilizacdo de biomoléculas e de
micro-organismos geneticamente modificados. Com isso, dependendo da
aplicabilidade, os biossensores vém apresentando uma precisao cada vez maior, e
consequentemente, proporcionando um monitoramento biossensorial aprimorado,
que permite o reconhecimento de concentracbes muito baixas de analitos em
sistemas de deteccao de elevada acuracia e sensitividade. (SUSANTO et al., 2013).

A medicdo do etanol é necessaria em muitas aplicacbes, como em
fermentadores, indUstria alimentar, farmacéutica, médica e, em geral, em toda a
indGstria onde € um solvente amplamente utilizado. Todas estas aplicagdes tém
necessidades diferentes, incluindo sensibilidade, limite de deteccédo, tempo de
ensaio, custos, etc. Existem varios métodos para a determinacéo de etanol, incluindo
sensores de gas, cromatografia liguida e gasosa, espectroscopia Raman e de
massa, polarografia e sensores eletroquimicos. No entanto, estes métodos séo
demorados ou exigem o uso de instrumentacdo dispendiosa, sendo grande a
necessidade por métodos mais rapidos, simples, de baixo custo e confidveis para a
determinacado deste analito. (SHARMA; QUANTRILL, 1994).

A utilizacdo de enzimas na confec¢cao de biossensores, para analise de etanol

em amostras complexas, tem se tornado uma alternativa interessante por apresentar
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um menor gasto em pré-tratamentos além do aumento da especificidade. A enzima
alcool-oxidase € geralmente utilizada imobilizada para confec¢do dos biossensores
eletroquimicos, monitorando o consumo de O, ou a producédo de H,O,. Esta enzima
oxida &lcoois de baixo peso molecular aos seus aldeidos correspondentes utilizando
como receptor de elétrons o oxigénio molecular. (HERSZENHAUT, 2013).

Para a apresentacao do trabalho desenvolvido, essa dissertacdo foi dividida
na seguinte forma: No Capitulo 1, foi apresentado a introdugdo com 0s aspectos
gerais relacionados ao tema do trabalho, com um breve apanhado da motivacao do
mesmo. No Capitulo 2 estdo apresentados o objetivo geral e os especfificos visando
a construcdo de um biossensor eletroquimico para deteccdo de etanol. No Capitulo
3 0 estado da arte foi abordado visando justificar a proposta desta dissertacdo. No
Capitulo 4 estdo descritos os materiais e as metodologias utilizados na execucao
dos experimentos visando a caracterizacdo do compdsito, da imobilizacédo e
avaliacdo de desempenho do dispositivo desenvolvido. No Capitulo 5 séo
apresentados os resultados e discussfes comparativas com os dados encontrados
na literatura. No Capitulo 6 estdo reportadas as conclusdes obtidas neste trabalho.
No Capitulo 7 estdo apresentadas sugestdes de trabalhos futuros visando possiveis
investigacdes de variaveis que possam aprimorar a performance do eletrodo. E por
ultimo estdo listadas as referéncias consultadas e citadas ao longo desta

dissertacao.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consiste em desenvolver um biossensor para
determinacdo de biocombustivel etanol, utilizando a enzima &alcool-oxidase em
conjunto com a enzima horseradish-peroxidase, empregando o0 método

amperométrico como técnica de transducao eletroquimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Otimizar o desempenho do biossensor eletroquimico para deteccdo do
biocombustivel etanol desenvolvido por Southgate (2011) com o intuito de aumentar
a sensibilidade para quantificacao de faixas menores de concentracao de etanol;

v Determinar a formulacdo do compadsito preparado a base de grafite, polianilina
e resina epoxi que permita gerar os melhores sinais de resposta eletroquimica e de
condutividade elétrica;

4 Sintetizar nanoparticulas de prata a serem incorporadas na matriz do
biossensor;

v Caracterizar o compagsito com as nanoparticulas de prata incorporadas na
matriz, quanto a natureza do sinal de resposta eletroquimica gerada;

4 Determinar composicdo do preparado bienzimatico contendo em sua
formulacéo as enzimas alcool-oxidase e horseradish-peroxidase que gera o melhor
sinal de resposta eletroquimico;

v Caracterizar o biossensor desenvolvido quanto a sua morfologia,

repetitividade, reprodutibilidade e confiabilidade.
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CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOSSENSORES ENZIMATICOS

Os biossensores de forma geral sdo definidos como dispositivos de deteccao
que incorporam um elemento biolégico que traduz os parametros de um sistema
para um sinal fisico, conforme ilustrado na Figura 1. Os biossensores permitem
realizar diagnosticos seletivos e podem ser aplicados na avaliagdo qualitativa e
guantitativa de diversas substancias de interesse. A partir da década de 1950, os
biossensores enzimaticos passaram a ser explorados comercialmente com o
desenvolvimento de uma tira teste para analises simples de solucdes. (FREE; FREE,
2003).

Processamento
de Dados
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Analito Componente biologico
imobilizado

FIGURA 1: llustragcdo esquematica do funcionamento de um biossensor.
Fonte: ARYA; DATTA; MALHOTRA, 2008.

O sinal de resposta pode ser proveniente de uma reacdo quimica do analito
ou de uma propriedade fisico-quimica do sistema investigado. Um biossensor
eletroquimico é uma subclasse dos sensores quimicos constituido por transdutores
eletroguimicos a uma elevada especificidade dos processos de reconhecimento
biolégico (enzimas, anticorpos, proteinas, acidos nucléicos, células e tecidos ou
receptores). Estes sensores reagem seletivamente com o analito alvo e produzem
sinais elétricos relacionando com a concentracdo do analito, apresentando alta
sensibilidade e baixos limites de deteccdo, sendo atualmente uma das areas mais

ativas da pesquisa em quimica analitica. (PRAKASH et al., 2013).
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O primeiro exemplo desta técnica foi a combinacdo da enzima glicose-oxidase
e um eletrodo de oxigénio, que mede a glicose através da detec¢do da reducdo do
oxigénio quando a oxidacao de glicose é catalisada pela enzima. (CLARK; LYONS,
2002).

Os biossensores eletroquimicos oferecem varias vantagens distintas, entre
elas sdo a possibilidade de atender em miniatura, rentabilidade, baixa exigéncia
energética e utilizacdo em diversas aplicacdbes. No desenvolvimento dos
biossensores eletroquimicos, a etapa de transferéncia de elétrons entre a enzima e o
eletrodo tem sido um grande desafio, mas mediadores quimicos ou biolégicos, como
as enzimas peroxidases, vem sendo utilizadas para melhorar a transferéncia de
elétrons na concepc¢éao de biossensores. (AHMADALINEZHAD; CHEN, 2011).

Nos biossensores eletroquimicos enzimaticos, os eletrodos (sejam eles
eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia ou contra-eletrodo) se comportam como
transdutores, que convertem as informacgdes oriundas de um determinado material
biolégico em um sinal elétrico. O fendmeno de biorreconhecimento e a reacéo redox
ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho, onde esta sobreposta a camada do
biocatalisador. (LI et al., 2013).

Os biossensores enzimaticos sao afetados pelo pH, forca i6nica, ions de
metais pesados e inibidores organicos, além de muitos perderem a atividade a partir
de 50°C. Ha uma necessidade de desenvolver técnicas de imobilizacdo de
biomoléculas para os biossensores que permitem a utilizacdo nestes ambientes, ou
o desenvolvimento de enzimas artificiais que irdo superar 0s problemas

apresentados pelas moléculas complexas. (ROE, 2002).

3.2 ELEMENTOS DE RECONHECIMENTO BIOLOGICO

Para que um componente possa atuar como elemento de reconhecimento

bioldgico € necessario atender a alguns requisitos, como (SILVA, 2011):

e Terdisponivel um sitio ativo a reagir com o analito;
e Manter a estabilidade no meio e nas condi¢cbes de medicao;

o Capacidade de imobilizacdo sem grandes perdas no desempenho.
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Dessa forma, componentes como enzimas, antigeno/anticorpo,
quimiorreceptores, DNA, células e tecidos sao exemplos de elementos biolégicos
utiizados como elementos de reconhecimento, considerados adequados para

aplicacao na confeccéo dos biossensores, como descrito a seguir:

3.2.1 Enzimas

As enzimas tém sido utilizadas nos ultimos 20 anos para confecc¢ao do tipo de
biossensor mais disponivel comercialmente, os biossensores enzimaticos. Na
maioria dos casos, a enzima nao interage diretamente com o eletrodo, mas a
proximidade da enzima permite que o eletrodo detecte um subproduto da reacéo
enzimatica. Diversos biossensores foram preparados utilizando enzimas naturais,
enzimas artificiais e sistemas de enzimas isoladas a partir de células bacterianas e
de tecidos de plantas ou animais. (AZEVEDO, 2005; RECHNITZ, 2008; ROE, 2002).

Em qualquer uma das variagcbes dos biossensores enzimaticos, a interacao
do analito com a camada biocatalitica leva a formacdo de um produto que pode ser
interpretado pelo transdutor e transformado em sinal de resposta, que pode ser
elétrico, otico ou calorimétrico. Estes produtos podem ser monitorados para detectar
gualitativamente e quantificar diretamente um composto na amostra utilizando um
transdutor de sinal. Processos catalisados por enzimas de oxirreducdo, que atuam
na transferéncia de elétrons, foram acoplados para muitos tipos de transdutores na
construcdo de biossensores. (KAMPFRATH; HINTSCHE, 2009).

H& biossensores que utilizam enzimas artificiais com uma vida Util estavel por
pelo menos 6 meses, sem 0 uso de co-fatores adicionais. Essas enzimas artificiais
(synzymes) séo cadeias de polimeros sintéticos com grupos funcionais que imitam a
atividade biocatalitica de enzimas naturais utilizando a poli(etilenimina) parcialmente
quaternizada, onde 10% em massa dos residuos sado conservados como aminas
primarias. A synzyme desenvolvida catalisa a descarboxilacdo do oxalacetato e usa
um eletrodo de CO, como transdutor. (HO; RECHNITZ, 2007).

3.2.2 Antigeno/anticorpo

Os anticorpos também sdo bons candidatos para elementos de

reconhecimento em biossensores. Eles podem ser produzidos pela maioria das
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biomoléculas, drogas, virus e materiais celulares com capacidade de se ligar
seletivamente a antigenos com uma sensibilidade elevada. (ROE, 2002).

Os eletrodos potenciométricos podem ser acoplados com reacoes
anticorpo/antigeno, onde o antigeno é quimicamente ligado a um veiculo que pode
alterar o potencial de um modo seletivo. Enzimas ou ion6foros marcados com um
antigeno séo frequentemente usados para mediar a reacdo. A reacdo do antigeno
com o anticorpo modula as propriedades portadoras e, portanto, altera o potencial.
Este eletrodo pode ser reutilizavel baseando-se no fato de que o antigeno de baixo
peso molecular poder passar através de membranas porosas, enquanto o anticorpo
volumoso € preso no dispositivo sensor. Tais sensores sao limitados a antigenos de
baixo peso molecular, tais como os de dinitrofenol ou digoxina, e para sistemas de
antigeno/anticorpo que sdo rapidamente reversiveis, apresentando problemas com

interferéncias ndo especfificos em fluidos biolégicos. (MONROE, 2006).

3.2.3 Quimiorreceptores

Os guimiorreceptores sao conjuntos biomoleculares de células que compdem
os sentidos quimicos como olfato, paladar e outras func¢des fisiologicas. Rechnitz
(2008) desenvolveu o uso de gquimiorreceptores como biossensores, com estruturas
intactas de crustaceos e peixes, para detectar produtos quimicos que variam de sais
e aminoacidos a esterbides e feromdnios. Como esses organismos aquaticos vivem
em agua doce ou salgada, eles possuem um aparato fisiologico necessario para
deteccdo do meio em que vivem e, portanto, sdo excelentes candidatos para
biossensores de materiais dissolvidos.

Porcdes das pequenas antenas de deteccéo do caranguejo azul, o Callinectes
sapidus, atuaram como elementos de reconhecimento de aminoacidos, unindo as
fibras nervosas quimiorreceptoras a um eletrodo de uma micropipeta. Foram
detectadas concentracfes de aminoacidos excitatdérios, como acido cainico e acido
quisquélico, em concentracdes tdo baixas como 10™° M. A interacdo da biomolécula
estimulante com o local quimiorreceptor produz picos elétricos que percorrem
através do nervo celular cuja frequéncia € uma funcdo da concentracdo do
estimulante. O disparo desse pico elétrico e seu restabelecimento em repouso tem

um tempo de resposta de 2 a 3 milissegundos apenas. No entanto, as antenas
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desse caranguejo ndo respondem quantitativamente, provavelmente por causa de
outros receptores e reguladores. (BUCH; RECHNITZ, 2009).

Diversas limitacbes permeiam o uso dos quimiorreceptores em biossensores
de forma comercial, devido aos custos de produgdo em grande escala, dificuldades
de reproducdo, embalagens, armazenagem e manutencdo. Estes sistemas podem
ter fraca seletividade, ndo s6 porque os receptores sdo geralmente seletivos para
classes de compostos quimicos especificos, mas também por causa da presenca de
uma variedade de diferentes receptores no mesmo tecido. Além das dificuldades
enumeradas, ha a dificuldade em fazer a interface com os sistemas de transdutores
para manter a estabilidade mecanica e boas caracteristicas funcionais. (OHASHI;
TAMIYA; KARUBE, 2000).

3.2.4 Células e tecidos

Outra tendéncia importante nesta area é a utilizacdo de células e tecidos
como alternativas biocataliticas para enzimas isoladas. A vantagem principal desses
materiais € que as enzimas existentes no seu ambiente natural contam com a sua
estabilidade incorporada ao componente. Nenhuma evidéncia direta foi apresentada
mostrando que as células e tecidos sdo realmente mais estaveis do que 0s
preparados de enzimas em laboratorio, mas vidas Uteis de 30 a 60 dias foram
atingidas por certos biossensores celulares, enquanto os seus homdlogos de
enzimas isoladas duraram apenas alguns dias. Estes sistemas celulares também
demonstraram serem altamente seletivos na sua resposta a uma vasta variedade de
analitos. (GLAZIER; RECHNITZ, 2009).

A literatura reporta pesquisas realizadas com tecidos celulares de plantas e
animais. Glaizer e Rechnitz (2009) utilizaram a incorporacéo de caule de beterraba
moida com pasta de grafite na ponta de um eletrodo de H,O, para determinar
oxalato. O H,0O, gerado pela degradacdo enzimatica do oxalato foi monitorado com
um limite de deteccéio de 10* M e um tempo de resposta inferior a 1 minuto. Uma
vez que a oxalato-oxidase também é encontrada em cascas de banana, musgos e
mudas de cevada, estes também podem ser usados. Outro exemplo é um
biossensor de banana que pode medir 0 neurotransmissor dopamina, quando
acoplado a um eletrodo de oxigénio. A reacao de escurecimento da banana converte

a dopamina a melanina consumindo oxigénio. Outros exemplos de aplicacdo de
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tecidos de células animais e vegetais que podem ser citados sao: folhas de
espinafre para catecol, pétala de flor de magndlia para medi¢cdes de aminoacidos,
folhas de salsa para medir aminoacidos e uréia, bexiga de sapo para vasopressina,
repolho para a vitamina C, e outros. (KARUBE et al.,, 2009; SATO; CHKYU,
KOBAYAKAWA, 2009).

3.3 APLICACAO DAS ENZIMAS EM BIOSSENSORES

As enzimas sdo 0s componentes biolégicos mais utilizados em estudos de
desenvolvimento de biossensores, pois uma grande variedade se adequam as
caracteristicas necessarias para atuar como elementos de reconhecimento e
frequentemente suas propriedades cataliticas e a especificidade em relacdo ao
substrato podem ser modificados por meio da engenharia de proteinas. As enzimas
tem sido utilizadas como elemento biolégico de reconhecimento na construcdo de
biossensores, devido a sua elevada especificidade possibilitando o desenvolvimento
de metodologias analiticas de elevada acuracia (relacdo de proximidade entre o
resultado alcancado e o real valor da grandeza mensurada). Os biossensores
enzimaticos possuem varias vantagens, dentre elas a capacidade de modificar as
propriedades cataliticas ou a especificidade do substrato por meio da engenharia
genética e o poder de amplificacdo catalitica de resposta do biossensor pela
modulacdo da atividade enzimatica em relagdo ao analito alvo. (KARIM;
FAKHRUDDIN, 2012). Huseyin e outros (2007) reportaram a importancia da
aplicacdo de enzimas em metodologias analiticas, ressaltando que associado ao
fato da melhoria consideravel da especificidade no reconhecimento do analito ha
uma reducdo do custo total da analise, devido a despesas com o pré-tratamento da
amostra.

Eletrodos enzimaticos baseados em camara para a medicéo de glicose e de
lactato foram descritos por Schneider, Hill e Prohaska (2000). Eles propuseram que
as estruturas do tipo camara seriam bem adequadas para a fabricacdo de
biossensores miniaturizados, pois o volume definido proporciona um espaco para
imobilizar biocatalisadores em estreita proximidade com o eletrodo de uma forma
reprodutivel. Estudos que utilizam glicose-oxidase e lactato-oxidase, imobilizadas em

gel de agarose, colocadas num eletrodo de oxigénio do tipo camara, exibiram
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tempos de resposta de 10 segundos, porém os estudos de reprodutibilidade ndo

foram relatados.

3.4 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A imobilizagdo enzimética surge neste contexto devido as vantagens de seu
uso multiplo e repetitivo, além do produto da reacdo ndo estar contaminado com a
enzima. A enzima imobilizada tem um tempo de vida mais longo e taxa de
decaimento previsivel. (HUSEYIN et al., 2007).

3.4.1 Métodos de imobilizacdo enzimatica

by

Existem diferentes alternativas no que diz respeito a imobilizacdo na
confeccao de biossensores. Os principais métodos utilizados sdo os métodos fisicos
(adsorcao fisica, aprisionamento fisico em gel e aprisionamento em rede polimérica)
e métodos quimicos (ligacdo covalente e ligacdo cruzada) como apresentado na
Figura 2. (ADELOJU; LAWAL, 2011).

d) e)

FIGURA 2: llustragdo esquematica dos métodos de imobilizagdo enzimatica: a) Imobilizacao por
adsorcao fisica, b) Imobilizagdo por aprisionamento fisico, ¢) Imobilizag&o por aprisionamento em
rede polimérica, d) Imobilizacdo por ligacdo covalente e e) Imobilizagdo por ligagdo cruzada.
Fonte: ADELOJU; LAWAL, 2011.
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A imobilizacdo enzimética pode ser uma das etapas cruciais na concepcao de
um biossensor e € um dos mais importantes, pois geralmente é nessa fase que o
tempo de resposta, a estabilidade enzimatica e o tempo de vida do sensor séao

projetados. (KAMPFRATH; HINTSCHE, 2009).

3.4.1.1 Imobilizacéo por adsorcao fisica

A adsorcao fisica € o método mais antigo e mais simples para a imobilizacao
enzimatica, onde a retencdo da biomolécula no suporte (Figura 2a) ocorre devido a
forcas de ligacéo fracas, tais como forcas de Van der Waals, ligagdes de hidrogénio
e interacdes eletrostaticas. No entanto, estas forcas de ligacdo sdo susceptiveis a
mudancas de pH, temperatura e forca ib6nica. A estabilidade operacional e
armazenamento dos biossensores baseados em enzimas adsorvidas ndo € muito
satisfatoria devido a sua dessor¢édo. (ERDEN; KILIC, 2013).

3.4.1.2 Imobilizag&o por aprisionamento fisico

As enzimas podem ser imobilizadas por aprisionamento fisico em gel,
polimero ou matrizes de pasta de carbono, geralmente aumentando a estabilidade
do biossensor. A possibilidade de perda das enzimas a partir da matriz sdo o0s
principais inconvenientes deste método. (AHMADALINEZHAD; CHEN, 2011).

A polimerizacéo eletroquimica (ou eletropolimerizacdo) consiste na aplicacéo
de um potencial, ou corrente, ao transdutor embebido numa solu¢cdo aquosa
contendo as enzimas e moléculas mondmeras. A oxidacdo dos mondémeros da
origem a um radical catidnico que reage com um segundo radical catibnico ou com
um mondémero neutro a fim de obter um dimero que é entdo oxidado formando um
polimero na superficie do eletrodo. As moléculas de enzimas que estdo presentes na
vizinhanca imediata da superficie do eletrodo sédo incorporadas fisicamente dentro
da rede de polimero em crescimento (Figura 2b). (SASSOLAS; BLUM; LECA-
BOUVIER, 2012).
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3.4.1.3 Imobilizag&o por aprisionamento em rede polimérica

Na imobilizacdo por aprisionamento em rede polimérica as enzimas sao
encapsuladas por uma rede polimérica (Figura 2c). Um exemplo dessa imobilizagédo
foi relatado por Sassolas, Blum e Leca-Bouvier (2012) que utilizaram o poli(2-
hidroxietil acrilato) como fase hidrofilica e o polidimetilsiioxano como a fase
hidrofébica constituindo um procedimento de aprisionamento anfifilico. A enzima
horseradish-peroxidase e o diaménio 2 2'-azino-bis(3-etilbe nzotiazolina-6-sulfonato)
(ABTS) foram co-imobilizados nesta matriz, com base nas propriedades de
expansao dos polimeros, que depende da polaridade do solvente e de cada fase. O
ABTS e a enzima se difundem da solucdo hidrofilica para a fase hidrofilica
expandida da rede. ApGs secagem, ha reducao de tamanho da matriz polimérica e

retencdo do reagente indicador (ABTS) e da enzima em ambiente hidrofilico.

3.4.1.4 Imobilizacéo por ligagao covalente

A imobilizacao por ligacdo covalente envolve a formacdo de uma ligacéo forte
e estavel entre os grupos funcionais das enzimas e do suporte (Figura 2d). A
superficie do suporte € geralmente ativada com reagentes multifuncionais, tais como
o glutaraldeido, cloreto de tosila, carbonildiimidazol e carbodiimida, seguido pelo
acoplamento da enzima na superficie ativada. Na ligacdo covalente a forca da
ligacdo € muito forte, ndo ocorrendo a liberacdo da enzima do suporte. No entanto, a
baixa reprodutibilidade é a principal limitacdo dos biossensores baseados em
ligacbes covalentes. Devido a dificuldade no direcionamento de grupos funcionais
envolvidos na formacdo da ligacdo covalente, pode ser observada uma diminuigéo
da atividade da enzima imobilizada como consequéncia de modificacdo da estrutura
tridimensional da enzima e/ou do sitio catalitico, ou mesmo do bloqueio definitivo
deste e consequente impedimento do acesso do analito ao centro catalitico da
enzima. (ERDEN; KILIC, 2013).

Enzimas contendo tiol podem ser imobilizadas diretamente sobre a superficie
do ouro devido a forte afinidade entre estes. As principais vantagens desta técnica
sdo a simplicidade e a ligacao forte e estavel da biomolécula. As enzimas podem ser

modificadas utilizando o reagente de Traut para substituir os grupos aminos
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primarios das enzimas com grupos tiol que séo ligados de forma covalentemente a
um eletrodo de ouro. (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

3.4.1.5 Imobilizag&o por ligacdo cruzada

A imobilizacdo por ligacdo cruzada envolve a formacdo de uma ligacao forte e
estavel entre as enzimas por meio de seus grupos funcionais (Figura 2e). A
imobilizagdo por ligagdo cruzada utilizando reagentes bifuncionais, como o
glutaraldeido ou a carbodiimida, é outro método eficaz e amplamente utilizado para
a imobilizacdo enzimatica. Sua principal limitacdo € a possibilidade de perdas de
atividade devido a uma distorcdo da conformacdo da enzima e alteracBes quimicas
no sitio ativo promovidas pelos reagentes bifuncionais. (ERDEN; KILIC, 2013). Esse
método tem atraido diversos interesses devido a sua simplicidade para imobilizacdo
direta de enzimas em Vvarios tipos de eletrodos. (ADELOJU; LAWAL, 2011).

3.4.2 Suportes de imobilizag&o para biossensores

Uma variedade de material sintético, assim como materiais poliméricos
naturais, tem sido utilizada na imobilizacdo enzimatica para a preparacdo de
biossensores. Dentre 0s materiais naturais, os de origem proteica tém se mostrado
promissores neste sentido. A membrana da cebola, por exemplo, ja& proporcionou
sua aplicagdo em biossensores assim como a membrana da casca de ovo, que
também é um material natural, essencialmente constituido por fibras de proteina,
tendo flexibilidade na solugcdo aquosa e possuindo uma excelente permeabilidade a
gas e agua. (D'SOUZA et al., 2013).

Ao escolher o material de suporte, devem ser cumpridos alguns critérios
basicos: o suporte deve possuir estabilidade mecénica suficiente para suportar o
esforco fisico, deve oferecer boas e constantes propriedades de fluxo e o material do
suporte ndo deve ter nenhuma atividade catalitica ou tendéncia a interagir com a
amostra, perturbando as medi¢cbes. (YAKOVLEVA; BHAND; DANIELSSON, 2013).
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3.5 ELETRODOS PARA BIOSSENSORES

Baixa sensibilidade, baixa seletividade e envenenamento da superficie devido
a intermediarios adsorvidos sao algumas das desvantagens apresentadas por
diversos eletrodos. Os eletrodos de compdsitos modificados com nanoparticulas
metais-polimeros podem evitar esses problemas, que sdo as suas caracteristicas
atraentes como sensores e biossensores eletroquimicos. A seletividade de um
biossensor eletroquimico depende do elemento de reconhecimento, da matriz
hospedeira e da interacdo entre eles. Os compdsitos de nanoparticulas metais-
polimeros sdo adequados para atingir a sensibilidade e estabilidade adequada, pois
as nanoparticulas metalicas atuam como mediador redox de biomoléculas e os
polimeros atuam como adsorvente seletivo para biomoléculas. (PRAKASH et al.,
2013).

Diversas técnicas baseadas na utilizacdo de nanomateriais para aplicacdo em
biossensores tém se mostrado promissoras e eficazes. Materiais como TiO2, MnOy,
Fes04, ZNnO e outros filmes nanoestruturados tém sido usados para montar uma
nova geracdo de biossensores para a deteccdo de H;O, e também compostos
biolégicos, tais como o acido 3,4-di-hidroxifenilacético, acido ascorbico, guanina, L-
tirosina, acetaminofeno, e B-NADH. (YAGATI et al., 2013).

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas tém recebido grande atencao
como nanomateriais. Suas principais vantagens sao o reforco da taxa de
transferéncia de elétrons, excelente condutividade elétrica, reducdo da
contaminacdo da superficie do eletrodo, alta resisttncia mecanica e boa
estabilidade, reduzindo a necessidade do uso de grandes quantidades de analitos,
mas ainda precisam ser mais explorados para melhorar sua sensibilidade e

eficiéncia para aplicacdo em biossensores. (OLIVEIRA etal., 2013).

3.6 SISTEMAS DE TRANSDUCAO

Entende-se por transdutores todo dispositivo capaz de transformar uma
espécie de energia numa outra qualquer. No que diz respeito a instrumentacao
elétrica, diz-se que sao equipamentos que convertem uma grandeza fisica, que ndo
seja elétrica, em um sinal elétrico mensuravel. Em se tratando de biossensores, 0s

transdutores sdo capazes de converter o produto de uma reacdo biolégica num sinal
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elétrico quantificAvel e processavel, capaz de informar quantitativamente

determinada substancia. Os transdutores eletroquimicos sdo 0os mais comuns e mais
frequentemente citados na literatura. (SILVA, 2011).
Quanto ao tipo de transdutores o0s biossensores podem ser classificados

como eletroquimicos (compreendendo 0s biossensores amperométricos,

potenciométricos, condutimétricos e impedimétricos), acusticos, Opticos e

calorimétricos conforme o Quadro 1.

QUADRO 1: Transdutores empregados em biossensores.

BIOSSENSORES | SISTEMAS DE TRANSDUGCAO MEDICAO APLICACOES TIPICAS
Amperométrico Corrente Subs’Eratos enziméticos €
antigenos/anticorpos
Potenciométrico Voltagem lons, ga:r;eeds(,)fspemes
Eletroquimicos ) . _ Reach alizad
Condutimétrico Condutancia ¢oes calalizadas por
enzimas
Impedimétrico Impedancia Imuno§sgnsores
enzimaticos

Cristais piezoelétricos,

Gases wlateis, vapores

Aclsticos equipamentos Qe superficie Variacdo de massa e analitos imunol6gicos
aclstica
- Optoeletrnicos, fibras opticas, _Var!agao d,e . pH,,s.ubstratos.
Opticos luminosidade, indice enzimaticos, analitos

equipamento de ondas guiadas

de refracéo imunol égicos

Enzima, organela,
vitaminas, analitos
imunol 6gicos

Calorimétricos Termistores, diodos Calor

Fonte: SILVA, 2011.

Cada transdutor geralmente tem sua vantagem sobre 0s outros tipos, por
isso, na pratica, é a aplicacdo que determina um tipo de sensor sobre o outro. Os
parametros de operacdo da medicdo irdo determinar o transdutor escolhido, e
nenhum sistema provou ser ideal para todos os casos. (KAMPFRATH; HINTSCHE,
2009).

3.6.1 Biossensores eletroquimicos

A transducéo eletroquimica € o método mais popular usado em biossensores,
muitas vezes empregando técnicas potenciométricas ou amperomeétricas. Em
dispositivos potenciométricos a informacéo analitica é obtida através da conversao
do processo de biorreconhecimento num sinal de potencial, ao passo que o0s tipos

amperométricos sdo baseados no controle da corrente associado com a oxidagao ou
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com a reducdo das espécies eletroativas envolvidas no processo de
reconhecimento. (SUSANTO et al., 2013).

3.6.1.1 Biossensores amperométricos

Os biossensores amperométricos sao 0s mais atraentes devido a sua alta
sensibilidade e ampla faixa linear. Assim, os eletrodos enzimaticos amperométricos
mantém uma posi¢do de lideranga entre os sistemas de biossensores atualmente
disponiveis. Estes dispositivos combinam a seletividade da enzima com a
transducdo direta da taxa da reacao biocatalitica a um sinal de corrente, que permite
uma determinacao rapida, simples e direta de varios compostos. (SUSANTO et al.,
2013).

Amplamente utilizada, a amperometria baseia-se na medi¢do de uma corrente
sob um potencial fixo (controle potenciostatico) ou variavel (voltametria). O
acoplamento eletrdnico entre as enzimas redox e 0s eletrodos para a construgdo dos
biosensores amperométricos baseam-se na eletroatividade da enzima com o
substrato (biossensores primeira geracao); utilizacdo de mediadores redox, livres em
solucdo ou imobilizados com a biomolécula (biossensores de segunda geracéo); ou
transferéncia eletrénica direta entre a biomolécula redox e a superficie do eletrodo
(biossensores de terceira geragao). (SOTOMAYOR et al., 2008).

Os inconvenientes com 0s biossensores de primeira geragdo, como o0 alto
potencial aplicado por exemplo, foca sobre o uso de mediadores, que sdo pequenas
moléculas redox (derivados do ferroceno, ferrocianeto, sais organicos condutores e
quinonas) que podem reagir com o0 sitio ativo da enzima e com a superficie do
eletrodo, transportando os elétrons entre a enzima e o eletrodo dando origem aos
biossensores de segunda geracdo. O uso de mediadores tornou possivel a
diminuicdo do potencial aplicado para muitos biossensores baseados em enzimas
redox. Infelizmente, esses mediadores ndo apenas facilitaram a transferéncia de
elétrons entre o eletrodo e a enzima, mas facilitou também varias reacfes
interferentes. (FREIRE et al., 2003).

Nos biossensores de terceira geracao a transferéncia eletrbnica esta
associada ou ocorre durante a transformacéo catalitica do substrato em produto. A
enzima redox atua como um eletrocatalisador, facilitando a transferéncia de elétrons

entre o eletrodo e o substrato sem envolver nenhum mediador neste processo.
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Assim, este tipo de biossensor geralmente oferece melhor seletividade, pois séo
capazes de funcionar num intervalo de potencial mais préximo do potencial redox da
propria enzima, tornando-as menos expostas a reacodes interferentes. Uma maior
integracdo entre a biomolécula e a superficie do eletrodo também pode melhorar a
sensibilidade deste biossensor. Uma série de estudos tem sido realizados no
desenvolvimento de transferéncia de elétrons na interface entre as enzimas redox e
eletrodos para aplica-los como biossensores amperométricos de alto desempenho.
(SADIKK; MWILU; ALUOCH, 2010).

3.6.1.2 Biossensores potenciométricos

Os biossensores potenciométricos detectam a relacdo entre a atividade das
espécies do analito e o potencial de resposta observado utilizando um sistema de
dois eletrodos (eletrodo indicador e eletrodo de referéncia). Eletrodos de ion-seletivo
com membranas poliméricas contendo veiculos seletivos (ionoforos) sédo os
sensores potenciométricos mais comumente utilizados. Eles tém sido largamente
utiizados para a determinacdo direta varios ions organicos e inorganicos em
analises clinicas, ambientais e industriais. (BRATOV; ABRAMOVA; IPATO, 2010).

Em comparacdo com outras técnicas analiticas, os eletrodos de ion-seletivo
tém algumas caracteristicas Unicas, como pequeno tamanho, facilidade de
operacdo, portabilidade e baixo custo. Nos ultimos anos, os eletrodos de ion-seletivo
tém feito grandes progressos na melhoria do limite minimo de deteccao, explorando
novos materiais para membrana, propondo novos conceitos de deteccdo e
desenvolvendo teorias mais aprofundadas sobre as respostas potenciomeétricas.
(YIN; QIN, 2013).

A resposta dos sensores potenciomeétricos € um fenbmeno complexo que
depende de propriedades em massa de uma membrana/fiilme ion-seletivo, bem
como propriedades superficiais em ambos os lados da membrana regidas pela
composicdo, termodindmica e cinética. Diferentes modelos tedricos podem ser
aplicados para obter a resposta do sensor potenciométrico. Interferéncias de outros
ions presentes na solucdo sdo levados em conta pela introducéo de coeficientes de
seletividade potenciométricas. (BRATOV; ABRAMOVA; IPATO, 2010).
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3.6.1.3 Biossensores condutimétricos

A condutimetria raramente é aplicada no desenvolvimento de biossensores,
mas sua grande aplicabilidade € devido & observacdo de que quase todas as
reacdes enzimaticas envolvem um consumo ou producdo de espécies carregadas
levando alteracdes na composigéo idnica da membrana enzimatica. (SENILLOU et
al., 1999).

Esses biossensores fazem uso das mudangas na condutancia que resultam a
partir da geracdo dos produtos de uma reacdo catalisada por enzima. A enzima
geralmente € imobilizada na superficie de um eletrodo e interacfes especificas com
a substancia a analisar ddo origem a espécies que modificam a condutancia da
camada enzimatica. Um numero de enzimas sdo conhecidos por produzir produtos
ibnicos que aumentam a condutividade elétrica, mas existem também enzimas,
como a glicose-oxidase, onde as espécies formadas resultam numa menor
condutividade elétrica. (SOTO; JAFFARI; BONE, 2001).

Sao dificeis de serem realizadas medidas condutimétricas com dispositivos
simples pois as medi¢cdes sdo bastante sensiveis a variacdes de temperatura, além
disso, as amostras ndo devem ser diluidas e o sinal produzido ndo € estavel.
(GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002).

E interessante observar de que os biossensores condutimétricos nao
precisam de eletrodo de referéncia e a tensdo conduzida pode ser suficientemente
baixa para ndo provocar danos aos tecidos vivos, no caso de aplicagdes in vivo. No
entanto, a imobilizagdo precisa e estavel das enzimas sobre a superficie dos
microeletrodos interdigitados (nariz e lingua eletrénica), com retengcdo completa da
sua atividade, continua a ser um grande problema no desenvolvimento de
microbiossensores. (SENILLOU et al., 1999).

3.6.2 Biossensores acusticos

Os biossensores acuUsticos baseiam-se na piezoeletricidade dos cristais
anisotrépicos como o quartzo, por exemplo. Ao aplicar uma tensdo alternada ao
biossensor acustico é provocada uma oscilagdo no cristal com uma dada frequéncia,
que é associada a massa e as constantes elasticas deste determinado cristal. O

biossensor acustico mais conhecido e antigo € a Microbalanca de Cristal de Quartzo
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(QCM - Quartz-Crystal Microbalance) que é Ul em varias aplicacdes.
(KRISHNAMOORTHY et al., 2008).

Nos ultimos anos, os dispositivos de onda acustica de superficie (Surface
Acoustic Wave - SAW) tém sido amplamente utilizados no campo bioanalitico e de
biossensores devido as suas vantagens de alta sensibilidade, confiabilidade e
reutilizacdo. Os dispositivos SAW sao transdutores que podem ser integrados em
sistemas de micro-arranjo portateis, tornando-os mais baratos e adequados para
diversas aplicagbes. A maioria destes dispositivos s&o fabricados sobre substratos
piezoelétricos comerciais tais como niobato de litio (LiNbO3), tantalato de litio
(LiTaO3) e quartzo. Os biossensores SAW com quartzo possuem baixos coeficientes
de acoplamento eletromecanico, alta profundidade de penetracdo e baixa
permissividade dielétrica quando se trabalha em meio liquido, enquanto os
biossensores SAW de LiNbO3 e LiTaOz sofrem atenuacdo da onda devido a

excitacdo de ondas acusticas no cristal. (LUO, J. et al., 2013).

3.6.3 Biossensores 6pticos

Os sensores oOpticos sao mais versateis do que os demais, pois podem ser
feitos de diferentes materiais, tais como silicio, vidro, metais ou polimeros e
oferecem diferentes modos e arquiteturas de deteccdo que podem ser combinados.
Eles também oferecem outras vantagens como fabricagdo em grande escala,
excelentes propriedades fisicas, boa seletividade e sensibilidade e podem realizar a
deteccdo de varias substancias num unico dispositivo. Na deteccdo Optica, o modo
de transducdo pode ser baseado no indice de refracdo, absorcdo Optica ou
espectroscopia Raman. Nas ultimas duas décadas, 0os sensores Opticos baseados
no indice de refracdo estavam entre os mais estudados. (BANULS; PUCHADES;
MAQUIEIRA, 2013).

Em um material dielétrico comum, o indice de refracdo esta diretamente
relacionado a polarizabilidade das moléculas em comprimentos de onda oOpticos. As
moléculas biolégicas possuem um indice de refracdo maior do que o ar ou a agua, e
diminuem a velocidade de propagacdo dos campos eletromagnéticos que passam
por elas. Os biossensores Opticos sdo projetados para traduzir as mudancas na

velocidade de propagacdo de luz através de um meio que contenha o material
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biolégico para um sinal quantificavel proporcional a quantidade de material presente
na superficie do sensor. (VIEIRA, 2006).

Diferentes fenbmenos sdo empregados para projetar os biossensores 6pticos,
sendo que os métodos mais representativos incluem a ressonancia de superficie de
plasma, a espectroscopia de interferéncia reflectométrica, a interferometria de
polarizagcdo dual e a tecnologia de cristais. (GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA,
2002).

3.6.4 Biossensores calorimétricos

Os biossensores calorimétricos exploram a propriedade fundamental das
reacles bioldgicas, ou seja, a absorcao ou libertacdo de calor. Isso reflete como
alteracdo da temperatura no meio reacional. Estes dispositivos predominantemente
medem as variacfes de temperatura do fluido circulante ap6s a reacdo com um
substrato apropriado junto as enzimas imobilizadas. (YAKOVLEVA; BHAND;
DANIELSSON, 2013).

A calorimetria tem um consideravel potencial em bioanalises. Os dois tipos de
abordagens populares incluem a calorimetria de conducdo adiabatica e a
calorimetria de conducdo de calor. Ambos os principios foram aplicadas
extensivamente, levando ao biossensor calorimétrico. A principal vantagem sobre o
calorimetro tradicional € a adequagdo dos dispositivos de monitoramento continuo e
um potencial para a criacdo de mini/micro versdes. (XIE; RAMANATHAN,;
DANIELSSON, 2000).

Os biossensores calorimétricos detectam todo o calor produzido durante a
reacao, que pode ser resultado da diluicAo ou mistura dos componentes, e ndo o
calor gerado devido a acdo enzimatica. Essas caracteristicas fazem com que os
biossensores calorimétricos possuam baixa especificidade na andlise, sejam

altamente complexos e apresentarem altos custos. (MELO, 2008).
3.7 ANALITO DE ESTUDO: ETANOL
O etanol, ou alcool etilico (CH3CH,OH) possui um odor caracteristico, incolor,

limpido, com ponto de fusdo de -114°C, ponto de ebulicdo de 78,5°C e densidade de

0,789 g/mL a 20°C, podendo ser produzido por meio da fermentacdo de agUcares,
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oriundos de diversas matérias-primas, ou a partir de derivados de petr6leo, como
eteno, etino, gases de petréleo e hulha. (HERSZENHAUT, 2013).

O etanol a partir da biomassa tem sido utilizado como um substituto para os
combustiveis liquidos fésseis, tais como a gasolina e o diesel, sem contribuir
efetivamente para o aquecimento global, uma vez que o didéxido de carbono
produzido pela combustdo do etanol é consumido durante o crescimento de sua
matéria-prima. (VONSIVERS; ZACCHlI, 1996).

O processo de producdo do biocombustivel etanol € basicamente 0 mesmo
aplicado na producéo de bebidas alcodlicas, ou seja, por meio de micro-organismos
que fermentam as solucbes de acgUcares produzindo o etanol como produto e o
dioxido de carbono como coproduto metabdlico. O teor alcodlico resultante da
fermentacdo oscila entre 6 e 12%, sendo que concentracdes mais elevadas séo
obtidas por meio de destilagdo, com teores entre 60 e 95%. (HUNSAKER JR;
MCBRAYER; ELMORE, 2009).

Este é o biocombustivel mais comum em todo o mundo produzido pela
fermentacdo de acucares derivados de trigo, milho, beterraba e cana-de- acucar. Os
métodos de producdo utilizados sdo a digestdo enzimatica (liberando os acucares
dos amidos, por exemplo a partir de trigo e de milho), a fermentacdo, destilacéo,
desidratacdo e secagem. O etanol pode ser utiizado em motores como um
substituto para a gasolina além de também poder misturar com gasolina a qualquer
porcentagem. (AHMED; ABUBAKAR; AHMED, 2009).

As perspectivas para o uso do biocombustivel etanol tém crescido em todo o
mundo. Uma vez limitado a poucos paises especializados, a producdo e o consumo
do etanol comecaram a se espalhar por todo o mundo. Produzido a partir de amido e
de acuUcar, ha debates sobre a viabilidade do bio-etanol como um substituto dos
combustiveis fosseis. Preocupa¢des comuns incluem a grande quantidade de terra
aravel necessaria para as culturas além do balanco de energia/poluicdo do ciclo de
producédo do etanol. (SRP, 2014).

Enquanto a pesquisa e o desenvolvimento de etanol celuldésico promete
acalmar essas preocupacdes, a maioria dos analistas concorda que a producdo em
grande escala ndo é esperada num futuro proximo. O Brasil, pioneiro da industria do
biocombustivel etanol na década de 1970, ainda se mantém produtor dominante e

consumidor do biocombustivel etanol, embora a induUstria tem crescido
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drasticamente nos Estados Unidos, Europa, Africa e Asia. (MUSSATTO et. al.,
2010).

De todo o etanol mundial, estima-se que 82% da producdo € destinada ao
setor de combustiveis, enquanto 11% ao setor de bebidas e o restante destinada ao
setor industrial. (HERSZENHAUT, 2013).

A capacidade total de producdo do biocombustivel etanol no Brasil em 2014
foi de 309.234 m3/dia, sendo 205.041 m®dia de etanol hidratado e 104.193 m®/dia de
etanol anidro distribuidos em 382 plantas produtoras de etanol ratificadas
pela ANP. O estado de Sdo Paulo lidera a producdo nacional de etanol hidratado e
anidro com 47,2% e 48,2%, respectivamente, como apresentado na Figura 3. (SRP,
2014).

Participagdo do Estado na Producdo de Participagdo do Estado na Producio de
Etanol Hidratado Etanol Anidro

FIGURA 3: Participagéo percentual dos estados na produgéo nacional de etanol hidratado e anidro.
Fonte: SRP, 2014.

O biocombustivel etanol, que pode ser encontrado na forma anidra ou
hidratada, € definido pela Lei n° 12.490, de 16 de setembro de 2011:
“Biocombustivel liquido derivado de biomassa renovavel, que tem como principal
componente o alcool etilico, que pode ser utilizado, diretamente ou mediante
alteracbes, em motores a combustdo interna com ignicdo por centelha, em outras
formas de geracao de energia ou em indlstria petroquimica, podendo ser obtido por
rotas tecnolégicas distintas, conforme especificado em regulamento.” (ANP, 2014).

A utilizacdo do etanol ndo s6 reduz a emissao dos gases responsaveis pelo
efeito estufa, mas também contribui para a diminuigdo do preco do petrdleo, uma vez
que diminui a sua demanda. Praticamente toda sua producdo atual € oriunda de
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grdos e de cana-de-acUcar e, com isso, a necessidade de novas areas de cultivo
fortalece o desenvolvimento rural. Por outro lado, é provavel que haja uma
competicdo por areas produtoras de alimentos, além dos possiveis impactos
ambientais negativos, mas esses pormenores estdo sendo analisados por meio de
pesquisas que estudam a producdo desse biocombustivel por meio de matérias-

primas lignocelulésicas. (MUSSATTO et. al., 2010).

3.8 COMPONENTES DO BIOSSENSOR CONFECCIONADO

3.8.1 Alcool-oxidase

A élcool-oxidase (AOD) € uma enzima produzida por leveduras metilotroficas
(como Hansenula, Pichia e Candida) em microcorpos subcelulares conhecidos como
peroxissomas, durante o crescimento em metanol. A AOD é a primeira enzima
envolvida na via de oxidacdo do metanol por leveduras metilotréficas e, embora o
seu papel fisiolégico seja a oxidacdo do metanol, também sdo capazes de oxidar
outros alcodis alifaticos lineares e de cadeia curta, como o etanol. Em sequéncia,
sdo oxidados a uma taxa mais lenta o n-propanol, n-butanol, alcool de alilo, alcool de
propargilo, metil e etil-mercaptano e formaldeido. (AZEVEDO et al., 2005).

Sua faixa de temperatura ideal € de 40 a 45°C, seu congelamento ndo a
inativa, a solubilidade esta inversamente relacionada com a temperatura e o pH
otimo é de 7,5 a 8,0 com uma faixa de trabalho de 6,0 a 9,5, sendo livremente
solivel em tampéo fosfato de sodio 0,1 M com pH acima de 7,0, com massa
molecular de 675 kDa. Possui aplicacdo na determinacdo qualitativa e/ou
quantitativa de etanol ou metanol, remo¢do de &lcool ou aldeido, producdo de
perdxido de hidrogénio e remocéao de oxigénio. (KROUTIL, et. al., 2004).

A AOD é uma enzima oligomérica consistindo de oito sub-unidades idénticas
dispostas num arranjo quase cubico, cada uma contendo um co-factor fortemente
ligado, a molécula flavina adenina dinucleétido (FAD) de acordo com a
representacao da Figura 4. (KATO et. al., 2006).
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FIGURA 4: Estrutura tridimensional da alcool-oxidase.
Fonte: KATO et. al., 2006 modificado.

Dessa forma, a AOD é responsavel pela oxidacdo de alcodis de baixo peso
molecular ao seu aldeido correspondente, por meio de transferéncias de elétrons
para o oxigénio molecular (O;) com a concomitante producdo de peréxido de
hidrogénio (Equacéo 1) que € um grande inibidor desta enzima, sendo necessario a
utiizacdo de uma segunda enzima para promover a decomposicao irreversivel do

perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. (JOHANSSON et al., 2003).
CH3CH,0OH + 0, 22+ CH3;CHO + H,0, 1)

O grupo prostético da AOD (FAD), que é o responsavel pela oxidacdo do
etanol, € um dos principais carreadores de elétrons na oxidacdo de diversas
moléculas podendo receber até dois elétrons. A FAD é fortemente vinculada a sua
apoproteina e portanto mais protegida, tolerando uma ampla e razoavel gama de
receptores de elétrons sintéticos (mediadores) ao invés de apenas do oxigénio

molecular, permitindo sua regeneracéo in vitro. (KROUTIL, et. al., 2004).
3.8.2 Horseradish-peroxidase

A horseradish-peroxidase (HRP) € uma enzima contendo grupo heme que

utiliza o peréxido de hidrogénio, o seu principal substrato, para oxidar uma grande
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variedade de compostos organicos e inorganicos. E uma glicoproteina globular
obtida por meio da raiz forte (Amoracia rusticana) possuindo um grande namero de
isoenzimas. (VEITCH, 2004).

Esta enzima possui dois dominios bem definidos em sua estrutura, onde em
cada um deles esta presente um ion calcio que promove a estabilidade estrutural e
controla sua atividade enzimatica. Esses dominios oferecem um ambiente
hidrofébico onde o grupo heme (grupo prostético da enzima) se encontra, como
mostra a Figura 5. (HOCEVAR, 2011).

FIGURA 5: Estrutura tridimensional da horseradish-peroxidase apresentando o gzrupo prostético heme
em vermelho entre os dois dominios em azul com um fon Ca“".
Fonte: HOCEVAR, 2011.

Em combinacdo com o perdxido de hidrogénio produzido pelas oxidases, a
HRP tem sido intensivamente utiizada em métodos eletroquimicos e
espectrofotométricos para a deteccao do substrato das oxidases. Sabe-se que uma
transferéncia aparentemente direta e muito eficiente de elétrons pode ser
conseguida entre o eletrodo e a HRP (ou outras peroxidases) imobilizada neste
mesmo eletrodo. (AZEVEDO et al., 2005).

O ciclo catalitico da HRP esta esguematicamente ilustrado na Figura 6 e
representado pela Equacdo 2, onde a primeira etapa consiste na clivagem do
peroxido de hidrogénio gerando H,O e O%*". O céation O%* se liga a dois elétrons do
ion Fe Il presente no grupo heme da HRP nativa que o oxida ao Fe V, dando origem

ao composto | (HRP oxidada). Na falta de um doador forte de elétrons é utilizado um
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substrato de reducéo, como o fenol (CeHsOH) por exemplo, que transfere um elétron
ao composto | para formar o composto I, HRP ainda oxidada, que por sua vez
recebe mais um elétron de outra molécula do substrato de reducéo, retornando ao
estado fundamental, ou seja, HRP nativa. (VEITCH, 2004).

H .
© C ko 0'@
Q 9 v
—Fev— — O —
Composto | Composto Il
H,0 o HO‘@
1l
H202 — o —
Estado Fundamental 0‘@ + H0

FIGURA 6: Representacdo esquematica do ciclo catalitico da horseradish-peroxidase (HRP) tendo o
fenol como substrato de reducado. As constantes de velocidade Ki, K, e K3 representam
a taxa de formacao do composto |, taxa de reducao de composto | e taxa de
reducdo do composto I, respectivamente.
Fonte: VEITCH, 2004 modificado.

H,O, + 2CeHsOH 225 2H,0 + 2CgHsO* 2)

Os sensores para etanol mais promissores desenvolvidos até 0 momento sao
0s biossensores enzimaticos baseados na imobilizacdo da alcool-oxidase com
horseradish-peroxidase. Estes biossensores fazem uso da transferéncia direta ou
mediada de elétrons entre a horseradish-peroxidase e o eletrodo. (SMUTOK et al.,
2006).

3.8.3 Polianilina

A polianilina (PANI), um polimero condutor da familia dos polimeros semi-
flexiveis, foi descoberta no século XIX e tem tomado a atencdo da comunidade
cientifica devido a sua alta condutividade elétrica e baixo custo. Por isso a PANI vem

sendo sendo explorada continuamente em diversas aplicacoes, incluindo aquelas
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em biossensores devido uma série de recursos Uteis, tais como: deposicao direta e
facil sobre o eletrodo sensor; controle da espessura; caracteristicas de condutividade
redox e polieletrolito; area de superficie elevada; especificidades quimicas;
estabilidade ambiental a longo prazo e propriedades sintonizaveis. (DHAND et al.,
2011).

O termo polianilina é descritivo de uma classe de polimeros condutores cujo
estado de oxidacdo é descrito pelo parametro y que pode ter valores de y = 1 para
uma PANI totalmente reduzida possuindo apenas nitrogénios amina, y = 0 para uma
PANI totalmente oxidada possuindo apenas nitrogénios imina e y = 0,5 para o
estado intermediério de oxidagdo possuindo tanto nitrogénios amina, quanto imina.
Todos ou alguns dos atomos de nitrogénio (aminas ou iminas) nestas formas podem
ser protonados para produzir uma variedade de sais correspondentes. As
propriedades das PANIs descritas pela férmula geral apresentada na Figura 7
dependem de duas variaveis: o grau de oxidacdo e o grau de protonacao. (RAY et
al., 1989).

—\ H —\ =\
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FIGURA 7: Estrutura geral da polianilina.
Fonte: HANSEN, 2011.

De acordo com o estado de oxidacdo, a polianilina é conhecida como
leucoesmeraldina (y = 1), pernigranilina (y = 0) e esmeraldina (y = 0,5) que possui
uma condutividade elétrica em torno de 10** S/mm e pode ser protonada (dopada)
por um acido aquoso 1 M (pH ~ 0) para um estado de condutividade elétrica de
aproximadamente 0,5 S/mm. A esmeraldina dopada é considerada como a forma
mais Util da PANI devido a sua elevada estabilidade a temperatura ambiente e, além
disso, a sua forma dopada (sal de esmeraldina) € eletricamente condutora.
(HANSEN, 2011).

A principio, esta protonacdo pode ocorrer em cada nitrogénio imina para obter

um sistema altamente estabilizado por ressonancia no qual todos os anéis -CgHs- €
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atomos de N sdo quimicamente equivalentes como apresentado na Figura 8.
(MACDIARMID; EPSTEIN, 1995).

3
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FIGURA 8: Protonagdo da esmeraldina.
Fonte: HANSEN, 2011 modificado.

A PANI é um material muito interessante para ser aplicado nas interfaces de
sensores e de biossensores, pois pode atuar como um mediador eficaz na
transferéncia de elétrons nas reac6es redox ou enzimaticas. Seu papel como
mediador é devido as cargas redox deslocalizados presentes ao longo de uma série
de graos condutores (polarons) em seu cristal esmeraldina dopada. (DHAND et al.,
2011).

3.8.4 Nanoparticulas de prata

Com a utilizacdo dos nanomateriais sdo alcancadas maior sensibilidade e
fixacdo das enzimas devido a sua elevada area superficial, bem como as suas
propriedades fisicas, quimicas e eletrdnicas. As aplicacdes dos nanomateriais tém
atraido muita atencdo no que diz respeito ao desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos de alto desempenho. (AHMADALINEZHAD; CHEN, 2011).

Um grande interesse em nanoparticulas metalicas (NPs) tem sido motivado
por suas potenciais aplicacdes em sensores eletroquimicos devido ao seu pequeno
tamanho (1-100 nm), propriedades eletronicas, quimicas e fisicas unicas diferentes
do material bruto (bulk) e flexibilidade para a construcdo de novos e melhores
dispositivos de deteccao. Diferentes tipos de nanoparticulas estdo desempenhando
papéis diversificados em diferentes sistemas de sensores eletroquimicos. Em geral,
a excelente condutividade elétrica e as propriedades cataliticas das nanoparticulas
metalicas tornaram-nas adequadas para confeccdo de "fios eletrbnicos"
(aumentando a transferéncia de elétrons) e catalisadores eletroquimicos (devido a
sua estrutura e tamanho nanomeétrico). (PRAKASH et al., 2013).
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A sintese quimica mais empregada para obtencdo das NPs é o Método de
Turkevich, que é baseado numa reagdo de oxi-reducdo entre o citrato de sédio e o
sal metalico. Trata-se de uma maneira simples, rapida, de baixo custo, reprodutivel e
segura de sintetizar NPs com pequenas dimensdes, aproximadamente 20 nm, que
sdo responsaveis pela alta atividade cinética proporcionando uma maior interacéo
com o substrato. (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951).

Os eletrodos modificados com a inclusdo das NPs apresentam diversas
vantagens em comparacao aos eletrodos isentos de tal material, como aumento do
transporte de massa, da area de contato e do efeito eletrocatalitico que proporciona
um eletrodo com maior sensibilidade, menor limite de deteccdo e aplicacédo de um
menor potencial de trabalho (BRUST, et. al., 1994). Alta condutividade elétrica,
resisténcia mecéanica e boa compatibilidade elétrica sdo outras caracteristicas que as
NPs proporcionam aos sensores e biossensores. (WELCH; COMPTON, 2006).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tem sido amplamente estudadas e
aplicadas devido as suas propriedades Unicas (como propriedades opticas, elétricas
e magnéticas) que podem ser incorporadas em aplicacdes antimicrobianas, fibras
compostas, materiais supercondutores criogénicos, produtos cosméticos,
componentes eletrénicos e materiais para biossensores. (MORIl etal., 2011).

A confeccao de eletrodos quimicamente modificados com as AgNPs vem
aumentando de maneira consideravel. Uma vez que a prata é quatro vezes mais
barata que o ouro, demonstra excelente atividade catalitica, boa condutividade
elétrica/térmica e sua aplicacdo em eletroandlises é muito favoravel atuando como
pré-concentradores de espécies de interesse e/ou mediando reacdes redox.
(OLIVEIRA, 2012).

3.9 TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas sdo baseadas em processos onde uma reacgao
quimica ocorre devido uma tenséo (diferenca de potencial - ddp) aplicada em um
eletrodo. Uma dessas técnicas é a voltametria, que € capaz de fornecer informacdes
qualitativas e/ou quantitativas de uma determinada espécie quimica por meio de
registros de curvas corrente-potencial realizadas durante a reacdo. E fundamental

que as espeécies a serem analisadas oxidem ou reduzem sob um determinado
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potencial proporcionando um fluxo de elétrons na interface solucao-eletrodo.
(WANG, 2006).

A célula eletrolitica da voltametria € constituida por trés eletrodos: o eletrodo
de trabalho, o eletrodo auxiliar (também chamado de contra-eletrodo) e o eletrodo de
referéncia. E no eletrodo de trabalho que é aplicado o potencial e onde ocorre a
reducdo/oxidacdo da espécie quimica a ser analisada. Ja o eletrodo de referéncia
possui a funcdo de fornecer um potencial constante e definido sem ocorrer sua
polarizagdo durante o experimento, enquanto o eletrodo auxiliar fornece a corrente
requerida pelo eletrodo de trabalho. (VOGEL, 2002).

Para controlar a ddp aplicada entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo de
trabalho na célula eletrolitica é utilizado um dispositivo eletrénico denominado
potenciostato (Figura 9) que age como um catalisador de reagcdes eletroquimicas,
sendo ajustado para fazer uma varredura completando o potencial de oxidagéo e

reducdo da espécie a ser analisada. (WANG, 2006).

Potenciostato
Corrente Elétrica

Eletrodo de ,

Contra
Eletrodo

Potencial Aplicado

Eletrodo de
Trabalho

ions

Potencial de Controle

FIGURA 9: Célula eletroquimica de trés eletrodos.
Fonte: OLIVEIRA, 2013 modificado.

Cada espécie quimica possui um potencial caracteristico em que ocorre sua
oxidacao/reducdo ao passo que a corrente de pico produzida (fluxo de elétrons) é
proporcional a sua concentracdo. (ANDRADE et al., 2004).
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3.9.1 Voltametria ciclica

Na voltametria ciclica, inicialmente € aplicado um determinado potencial no
qual ndo ocorre reducdo. Em seguida o potencial € aumentado para regides
negativas ocorrendo a reducdo da substancia a analisar gerando uma corrente de
pico catddica (pico de reducdo) que é proporcional a concentracdo da substancia no
meio (Figura 10). No momento em que o potencial atinge o valor maximo
estabelecido, varre-se o potencial no sentido inverso até o valor inicial oxidando os
produtos gerados durante o sentido direto - quando a reacéao for reversivel - gerando
uma corrente de pico anddica (pico de oxidacdo) simétrica a corrente de pico
catddica. (RIBEIRO, 2009).
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FIGURA 10: Voltametria ciclica: (A) Varredura de potencial. (B) Voltamograma.
Fonte: SIMOES, 2005 modificado.

A voltametria ciclica € muito bem empregada no conhecimento da
eletroafinidade de compostos, investigacdo de reacfes quimicas acopladas, analise
de ions e quando h& necessidade de estudar a superficie de um eletrodo, além de
fornecer informacdes relativas a reversibilidade de um sistema que esta relacionado
com a troca de elétrons entre a solugdo e o eletrodo. (SILVA, 2010).

Segundo Diao e Zhang (1996) algumas caracteristicas para sistemas
reversiveis sdo importantes e devem ser mencionadas, sdo elas:

e A corrente de pico (lp) para os processos reversiveis a 25°C € dado pela

Equacédo 3 segundo Randles-Sevcik:

Ip = (2,69x10°)n*?ACDY?\/2 (3)
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Onde:

n: namero de elétrons

A: area do eletrodo (cm?)

C: concentracdo (mol/cm?®)

D: coeficiente de difusdo (cm?/s)
v: velocidade de varredura (V/s).

Tal equacédo indica que a corrente de pico € linearmente proporcional a
concentragdo no meio, aumentando com a raiz quadrada da velocidade de
varredura.

e Nos processos reversiveis onde ha transferéncia de 1 elétron (n = 1) a
separacdo dos potenciais (AE,) deve ser aproximadamente 0,057 V, de

acordo com a Equacao 4:

AEp = (Epa - Epc)/n =0,057/n (4)

Onde Epa € 0 potencial de pico anodico, Eyc € o potencial de pico catédico e n

€ 0 numero de elétrons transferidos.

e O modulo da razéo entre a corrente de pico anodica (l,a) € a corrente de pico
catodica (l,c) deve ser aproximadamente igual a 1 de acordo com a

Equacéo 5:
[lpa/lpc| = 1 (5)
3.9.2 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada é uma das técnicas eletroquimicas mais
avancadas, rapidas e sensiveis. Seus limites de deteccdo podem ser comparados
aos das técnicas cromatograficas e espectroscopicas. Embora frequentemente
aplicada para fins analiticos, esta é uma técnica eletroquimica empregada tanto em
estudos eletrocinéticos quanto em estudos mecanisticos de varios processos
eletrédicos. (SIMOES, 2005).

A configuracdo da varredura de potencial da voltametria de onda quadrada

esta representada na Figura 11. Na voltametria de onda quadrada, a varredura de
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potencial compreende uma rampa no formato de escada combinado com pulsos
potenciais quadrados (Figura 11A). Os principais parametros de um ciclo do
potencial composto de dois pulsos vizinhos sdo a amplitude (E) e a frequéncia dos
pulsos da onda quadrada (Figura 11B). (MIRCESKI; GULABOSKI, 2014).

O ciclo do potencial, repetido a cada passo da rampa de escada, € constituido
de um pulso direto e de um pulso inverso, sendo esses termos definidos em relacao
a direcdo da rampa de escada. No decorrer de cada ciclo de potencial, a reacdo no
eletrodo ocorre tanto no sentido anddico quanto no sentido catddico, proporcionando

assim uma visao do mecanismo do eletrodo. (OLIVEIRA, 2011).
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FIGURA 11: Voltametria de onda quadrada: (A) Varredura de potencial no formato de escada.
(B) Um ciclo de potencial. (C) Voltamograma de voltametria de onda quadrada. A resposta
consiste de uma componente direta (anddica, ¥p), de uma componente inversa
(catodica, W) e de uma componente resultante (WR).

Fonte: MIRCESKI; GULABOSKI, 2014.

No decorrer de um experimento voltamétrico, a corrente € registrada no final
de cada pulso de potencial. Portanto, as correntes associadas com os pulsos de
potencial direto e inverso formam a componente direta e a componente inversa do
voltamograma de onda quadrada, respectivamente (Figura 11C). (MIRCESKI;

GULABOSKI, 2014).
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E importante salientar que as componentes diretas e inversas s&o
representadas graficamente em relacdo ao potencial da rampa de escada, isto €, 0
potencial médio dos dois pulsos vizinhos compdem um ciclo de potencial.
Consequentemente, para cada etapa de potencial, dois valores sdo atribuidos.
Subtraindo-se das correntes diretas as correntes inversas, uma componente liquida
do voltamograma de onda quadrada é obtida que é frequentemente uma curva em
forma de sino que permite determinar com precisdo sua posicéo e altura. (SIMOES,

2005).
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os principais materiais e a descricdo dos
procedimentos utilizados durante o desenvolvimento dessa dissertacdo buscando a
forma otimizada para a confeccdo de um biossensor eletroquimico para deteccao do

biocombustivel etanol, bem como sua aplicacdo em amostras reais.

4.1 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados os seguintes equipamentos durante o presente trabalho:
balanca de precisdo (Gehaka, modelo AG 200), estufa (Fanem, modelo 002 CB),
eletrometro (Keithley, modelo 6517B), paquimetro digital (Digimess), potenciostato
(Autolab, modelo PGSTAT12), eletrodo de referéncia de Ag/AgCIl (ALS, modelo
012167 RE-1B), contra-eletrodo de fio de platina, agitador magnético (Marconi,
modelo MA 085), forno elétrico (Quimis, modelo Q819V2), espectrofotdmetro
(Shimadzu, modelo UV - 1800 120V), microscopio eletrénico de varredura (Jeol,
modelo JSM-6460LV) cromatdgrafo liquido (Shimadzu, detector RID-10A),
analisador termogravimétrico (PerkinElmer, modelo PYRIS 1 TGA), calorimetro

exploratorio diferencial (PerkinElmer, modelo PYRIS Diamond DSC).

4.2 REAGENTES

Os reagentes utilizados para a realizagdo desta pesquisa foram: polianilina
(sal de esmeraldina), resina epoxi DER 332, glutaraldeido e enzima alcool-oxidase
EC 1.1.3.13 (obtida de Pichia pastoris) adquiridos da Sigma-Aldrich; ferrocianeto de
potassio, cloreto de potassio, citrato de sodio, 4-aminoantipirina, peroxido de
hidrogénio, fenol e etanol 95% P.A. adquiridos da Vetec; nitrato de prata (Synth);
enzima horseradish-peroxidase EC 1.11.1.7 (Toyobo Brasil); grafite em po6 e
albumina adquiridos da Fluka; biocombustivel etanol (Petrobras); meio fermentado
(EQ-UFRJ) e tampéao fosfato de sédio pH 7,0.
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4.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DA MATRIZ DO BIOSSENSOR

E necessario que a matriz de um biossensor demonstre condutividade elétrica
para que o0 mesmo seja eficaz. Dessa forma, foi utilizado o software STATISTICA 8
para realizar o planejamento experimental de misturas com o objetivo de determinar
a melhor propor¢cdo entre os componentes do compdsito para obter a maior
condutividade elétrica.

Os componentes utilizados na confeccdo do compdsito da matriz do
biossensor foram grafite, PANI (sal de esmeraldina) e resina epdéxi DER 332 e a
variavel de resposta foi a condutividade elétrica (S/mm) apresentada pelo compdésito.

O planejameto experimental de misturas foi elaborado com as seguintes
restricbes: grafite variando a massa de 0 a 30%, PANI variando a massa de 30 a
60% e resina epdxi variando a massa de 25 a 55%, baseado nos parametros de
Southgate (2011).

O software sugeriu 11 composicOes (Tabela 1) a fim de estimar a proporcao

que forneca um eletrodo com a maior condutividade elétrica.

TABELA 1: Composic¢des sugeridas pelo software a fim de estimar a
propor¢éo que forneca um eletrodo com a maior condutividade elétrica.

Amostra  Grafite (%) Polianilina (%) Epoxi (%)
1 30,0 30,0 40,0
2 0,0 45,0 55,0
3 30,0 45,0 25,0
4 15,0 45,0 40,0
5 15,0 60,0 25,0
6 30,0 37,5 32,5
7 22,5 30,0 47,5
8 15,0 30,0 55,0
9 7,5 37,5 55,0
10 22,5 52,5 25,0
11 0,0 60,0 40,0

4.3.1 Preparacao dos compositos

Uma vez as proporcdes definidas pelo planejamento, os compdsitos foram
preparadas por meio de homogeneizacdo com gral e pistilo e confeccionadas na

forma de pastilhas. Foi adicionado 0,25 g de cada mistura, sobre um papel filme, no
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pastilhador e prensadas manualmente com o auxilio de um martelo. Em seguida

foram desenformadas e deixadas em estufa a 30°C por 24 horas (Figura 12).

FIGURA 12: Etapas da confeccdo das pastilhas. A) Homogeneizacdo do grafite, PANI e resina epoxi.
B) Pastilhador. C) Adigcdo da mistura, sobre um papel filme, no pastilhador. D) Prensa manual com
auxilio de um martelo. E) Pastilha desenformada. F) Secagem em estufa.

Confeccionadas as pastilhas, as mesmas foram submetidas ao eletrbmetro
para a determinacédo de suas condutividades elétricas e assim estimar a composi¢cao
que proporcionard um compdsito com maxima condutividade elétrica dentro dos

limites estabelecidos.

4.3.2 Determinacéo da condutividade elétrica

Para a determina¢do da condutividade elétrica foi utilizado o eletrdmetro que
€ um método padrdo recomendado pela ASTM (D257-99) baseado na resisténcia
elétrica do material pelo método dos dois terminais, como mostra a Figura 13. Os

testes de condutividade elétrica foram realizados em triplicata.
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FIGURA 13: Método dos dois terminais para determinag&o da condutividade elétrica.
Equipamento sem (A) e com (B) a luva de apoio e o peso padrdo (200g).
A pastilha encontra-se entre os dois terminais.

Para calcular a condutividade elétrica de um material € necessario conhecer

suas dimensdes de acordo com a Equacao 6:
C=el/(axr (6)

Onde:

C: condutividade elétrica (S/mm)
e: espessura (mm)

a: area (mm?)

r: resisténcia (Q)
4.4 CONFECCAO DOS ELETRODOS

Em um suporte de PVC para a confeccéo de biossensores foi inserido um fio
de ferro previamente lixado com lixa de 400 mesh deixando aproximadamente
1,5 mm de comprimento na regido onde sera introduzida o compdsito e
aproximadamente 20,0 mm de comprimento na outra extremidade para conecc¢ao do

potenciostato de acordo com a Figura 14.
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FIGURA 14: Eletrodo confeccionado com o compoésito grafite:PANI:resina epoxi (A)
e suas dimensdes (B).

Cada mistura foi inserida na extremidade vazia dos suportes de PVC e
mantidos na estufa a 30°C por 24 horas. Apés esse tempo a extremidade contendo o
compoésito foi lixada com lixa de 1200 mesh e armazenados em geladeira a 4°C

conforme o procedimento descrito por Southgate (2011).

4.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS

Para corroborar os resultados obtidos pelo planejamento experimental, foram
realizadas medidas eletroquimicas de eletrodos confeccionados com algumas das
composi¢cbes propostas. Foram selecionadas trés composicdes alternadas nos
vértices do planejamento, uma composi¢do do ponto central e a composi¢ao prevista
para fornecer a maior condutividade elétrica.

Todas as medidas eletroquimicas executadas durante esse trabalho foram
realizadas em uma célula de vidro tipica (25 mL de capacidade) com trés eletrodos
usando o eletrodo confeccionado como eletrodo de trabalho. Padronizou-se o
volume de 10 mL de solucao eletrolitica para todos os experimentos.

Os eletrodos obtidos foram caracterizados pela técnica de voltametria ciclica,
utilizando um potenciostato para controlar as diferentes velocidades de varredura de
potencial (20, 40, 60, 80, 100, 125 e 150 mV/s), entre 0,2 e 0,75 V vs. Ag/AgCI
utilizando uma solucdo aquosa de KsFe(CN)s 10 mM em KCI 3 M e um contra-

eletrodo de platina como apresentado na Figura 15.
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FIGURA 15: (A) Célula eletrolitica de trés eletrodos: (Al) eletrodo de referéncia Ag/AgCl, (A2) contra-
eletrodo de platina e (A3) eletrodo de trabalho confeccionado e (B) potenciostato.

O controle dos parametros voltamétricos e a aquisicdo dos dados obtidos
foram efetuados por meio do software GPES (General Purpose Electrochemical
System) versdo 4.9.005, da Metrohm, Utrecht, Holanda e para apresentacdo dos
voltamogramas e graficos foi utilizado o software Origin 6.0.

4.6 INCORPORAGCAO DAS AgNPs AO COMPOSITO

Foram incorporadas AgNPs a mistura estabelecida pelo planejamento
experimental para proporcionar um eletrodo com maior sensibilidade, menor limite
de deteccao e outras caracteristicas benéficas. Tais particulas foram sintetizadas por

através do Método de Turkevich por meio de reducdo quimica de acordo com a
Equacéo 7:

4AgN03 + CeHsO7/Naz + 2H,O —— 4Ag° + CgH50O7H3 + 3Na"™ + H" + O, (7)

As AgNPs foram incorporadas a mistura de grafite, PANI e resina epoxi como
descrito a seguir e apresentado na Figura 16:
e Com auxilio de uma placa de aquecimento, aqueceu-se 50 mL de uma
solucdo de nitrato de prata 0,001 M sob agitacdo até sua ebuli¢éo;
¢ Cessou-se 0 aguecimento;
e Ainda sob agitacdo constante, a solucdo de nitrato de prata foi adicionada
uma solucdo de citrato de sd6dio 1%, gota a gota, até que a coloracdo da

mistura se tornasse amarela palida;
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o A dispersao coloidal de AgNPs concebida foi vertida em 150 mg de grafite;

e A suspensdo resultante foi mantida em forno a 100°C até completa
evaporacgao (aproximadamente 12 horas);

e O grafite obtido, enriquecido com as nanoparticulas de prata, foi
homogeneizado via gral e pistilo com a PANI e a resina epdxi de acordo com

a proporcao estabelecida pelo planejamento experimental.

o

FIGURA 16: Etapas da sintese e incorporacdo das AgNPs a mistura de grafite, PANI e resina e poxi.
A) Solucéo de nitrato de prata 0,001 M em ebulicdo. B) Adicdo da solucdo de citrato de sédio 1%,
gota a gota. C) Dispersao coloidal amarelada, indicando a presenca das AgNPs. D) Suspensdo com a
dispersédo coloidal de AgNPs e grafite. E) Evaporacdo completa da dispersao coloidal de AgNPs em
forno a 100°C. F) Homogeneizacao do grafite enriquecido com AgNPs com PANI e resina epoxi.

Com a mistura obtida foram confeccionadas pastilhas, para averiguar sua
condutividade elétrica, e eletrodos, para caracterizagdo eletroquimica, de acordo
com procedimentos relatados nos itens 4.3.1 e 4.4, respectivamente. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.
4.7 CARACTERIZA(;AO DA DISPERSAO DE AgNPs
Para a caracterizacdo da dispersdo coloidal de AgNPs foi utilizada a

espectroscopia UV-Visivel que é uma das técnicas mais utilizadas para a
caracterizacao estrutural de AgNPs.
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Essa técnica € muito sensivel a presenca de coldides de prata uma vez que
tais nanoparticulas exibem um pico de absorcdo intenso devido a excitagdo do
plasma de superficie. A banda de absorcédo na regido de 350 a 450 nm é tipica para
as AgNPs (RASHID; BHUIYAN; QUAYUM, 2013).

A dispersdo de AgNPs foi levada ao espectrofotometro para leitura da

absorbéancia com a varredura do comprimento de onda entre 250 e 700 nm.

4.8 CARACTERIZACAO TERMICA DOS CONSTITUINTES DA MATRIZ DO
BIOSSENSOR

A estabilidade térmica do compadsito, e de seus constituintes, foi investigada
através de experimentos de analise termogravimétrica (TGA) e de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) com o objetivo de verificar a influéncia das AgNPs no
comportamento do compdésito.

A TGA da mistura (PANI + grafite enriquecido com AgNPs) foi realizada para
determinar a faixa de temperatura a ser utilizada na DSC. A TGA foi executada por
aguecimento da mistura até 800°C numa taxa de 10%/min.

A DSC foi realizada por meio da variacdo de temperatura das diferentes
amostras (amostra 1: PANI; amostra 2: grafite; amostra 3: dispersdo de AgNPs;
amostra 4. grafite enriquecido com AgNPs e amostra 5: 38% de grafite enriquecido
com AgNPs e 62% de PANI) de acordo com o seguinte programa:

o Resfriamento a 0°C e manutencéo desta temperatura por 1 minuto;

e Aquecimento a 350°C numa taxa de 10°C/min e manutengdo desta
temperatura por 1 minuto;

e Resfriamento a 0°C numa taxa de 10°C/min e manutencao desta temperatura
por 2 minutos;

e Aquecimento a 350°C numa taxa de 10°C/min.

As andlises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio como uma vazao de
20 mL/min.
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4.9 TRATAMENTO E PREPARO DA HRP

A HRP utilizada neste trabalho foi doada pela Toyobo Brasil e se encontrava
misturada com terra diatomacea, sendo recomendado pelo fornecedor um
tratamento prévio ao procedimento da medida de atividade enzimatica e sua
utilizacéo.

4 g da HRP foram suspensos em 30 mL de tampéao fosfato de sodio pH 7,0, e
apos, a suspensdo obtida passou por um procedimento de filtracdo para remocao de
particulados utilizando papel filtro Inlab (porosidade de 2 um). O filtrado obtido foi
submetido a purificacdo por processo de didlise em membrana (faixa de peso
molecular de 12000 - 14000 Dalton, Spectrum) previamente hidratada, durante 24
horas, sob refrigeracdo (4°C) em geladeira, com substituicdo da adgua destilada a
cada 6 horas.

Apoés 24 horas, a solucao foi recolhida e acondicionada em microtubos (1,5

mL de solugdo enzimatica/microtubo) e armazenada em congelador.
4.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a determinagdo da atividade enzimatica (U) da HRP foi utilizado o
método turbidimétrico que usa fenol como agente redutor, 4-aminoantipirina como
agente cromdgeno e peroxido de hidrogénio (H20,) como substrato. Em
concentracfes adequadas destes reagentes a taxa do produto corado (vermelho) a
510 nm é proporcional a taxa de consumo de H,O» que por sua vez é proporcional a
atividade enzimatica da enzima. (NICELL; WRIGHT, 1997).

O substrato foi preparado pela homogeneizacéo de 1 mL de solucéo de fenol
0,2 M, 15 mL de tamp&o fosfato de sédio pH 7,0, 1 mL de 4-aminoantipirina 4,8x107
M e 2 mL de peréxido de hidrogénio 2x10? M. Separadamente 3,8 mL do substrato
e 0,2 mL da amostra enzimatica diluida se mantiveram em banho aquecido a 25°C
durante 3 minutos e em seguida homogeneizados e levados ao espectrofotbmetro
para leitura da variacdo da absorbancia durante 1 minuto.

A determinacdo da atividade enzimética foi realizada por meio dos valores de
absorbancia obtidos a 510 nm usando o espectrofotbmetro de acordo com a

Equacéo 8:
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U= _axVc xFdx60 (8)
L xexVa

Onde:

a: Coeficiente angular da equacéo da reta obtida

Vc: Volume da cubeta (4 mL)

L: Caminho 6tico (1 cm)

£: Coeficiente de extingdo molar (7,21 mL. umolt.cm™)
Va: Volume da amostra (0,2 mL)

Fd: Fator de diluicdo (volume total diluido/volume da HRP)

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como o nimero de pmol
de peroxido de hidrogénio consumido durante 1 minuto sob as condicbes
supracitadas.

Uma vez que a enzima AOD foi adquirida purificada e recentemente, nao foi
necessario nenhum tratamento e preparo enzimatico para este trabalho, e sua

atividade enzimatica estava descrita no rotulo da embalagem (1107 U/mL).

4.11 APLICACAO DA VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A voltametria de onda quadrada foi aplicada nos experimentos envolvendo as
enzimas imobilizadas pois, em baixas concentracdes de etanol, ndo foi possivel a
obtencado de picos por meio da voltametria ciclica. Os parametros utilizados durante
0S ensaios com voltametria de onda quadrada foram os seguintes: 10 mL de
solugdo eletrolitica, frequéncia de 25 Hz, velocidade de varredura de 40 mV/s,

potencial entre 0,2 e 0,75V vs. Ag/AgCl e contra-eletrodo de platina.

4.12 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DA SOLUCAO DE IMOBILIZACAO
ENZIMATICA

Baseado nos parametros de Southgate (2011), Nunes, Jeanty e Marty (2004),
Prada e outros (2003) e utilizando o software STATISTICA 8 foi realizado um
planejamento experimental de misturas para determinar a melhor composi¢cao da

solucéo utilizada na imobilizacdo enzimatica.
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Os componentes utilizados na confeccdo da solugcdo de imobilizacdo foram
glutaraldeido 2,5%, albumina 1 mg/mL e solucdo enzimatica composta por 286 U de
alcool-oxidase e 2640 U de HRP e a variavel de resposta foi a corrente de pico
resultante (mA) apresentada pelo eletrodo.

O planejameto experimental de misturas foi elaborado com as seguintes
restricbes: glutaraldeido variando o volume de 1 a 10%, albumina variando o volume
de 0,5 a 10% e solugcédo enzimatica variando o volume de 80 a 98,5%.

O software sugeriu 6 composicdes (Tabela 2) a fim de estimar a proporcao
gue forneca uma solucdo de imobilizacdo que proporcione a maior corrente de pico

resultante.

TABELA 2: Composicdes sugeridas pelo software a fim de estimar a propor¢do que forneca uma
solucdo de imobilizacdo que proporcione a maior corrente de pico resultante.

Solugdo de  Solugdo Enzimética Glutaraldeido ?I?#é?r';'f
imobilizacdo  (AOD + HRP) (%) 2,5% (%) o)

1 80,00 10,0 10,0

2 98,50 01,0 0,50

3 89,00 01,0 10,0

4 89,50 10,0 0.50

5 89,25 5,50 5,25

A partir das proporcdes sugeridas pelo software, foram depositados 10 pL da
solucdo de imobilizacdo na superficie do eletrodo que permaneceu armazenado a
4°C por 12 horas.

As correntes de pico resultantes foram obtidas por voltametria de onda
guadrada numa célula contendo 10 mL de tampéao fosfato de sdédio (pH 7,0) com

adicdo de 0,5 mL de solucéo de etanol 95%.

4.13 CARACTERIZACAO SUPERFICIAL DO ELETRODO

Para analisar a morfologia da superficie do eletrodo foi utilizado um
microscopio eletrénico de varredura (MEV) operando com aceleracdo de voltagem
de 20 kV. O eletrodo foi fixado no porta-amostra utilizando uma fita adesiva de face
dupla de carbono para melhorar a condutividade elétrica com o intuito de analisar o

eletrodo com e sem imobilizacdo enzimatica.
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4.14 CURVA PADRAO DO BIOSSENSOR ENZIMATICO

Foram depositados 10 pL da solucdo de imobilizacdo, cujo planejamento
experimental estimou proporcionar a maior corrente de pico resultante nos limites do
planejamento, na superficie do eletrodo que permaneceu armazenado a 4°C por 12
horas.

Para a construcdo da curva padrao foi utilizada solucdo tampéao fosfato de
sédio (pH 7,0) com adi¢des de etanol 95% P.A. (concentragdo: 852,63 g/L) de forma
a obter diversas concentracdes de etanol. As correntes de pico resultantes foram

obtidas por voltametria de onda quadrada em triplicata.

4.15 REPETITIVIDADE E REPRODUTIBILIDADE DO BIOSSENSOR

A repetitividade se refere a variacdo do biossensor ao realizar leituras
repetidas muito préximas, sob as mesmas condi¢cbes. JA a reprodutibilidade se
refere ao biossensor apresentar os mesmos resultados ao longo do tempo.

A investigacdo da repetitividade e da reprodutibilidade do biossensor foi
realizada utilizado 9,85 mL de solucdo tampéo fosfato de sodio (pH 7,0) com adicéo
de 0,15 mL de etanol 95% P.A. (concentracdo: 852,63 g/L) perfazendo uma
concentracdo de 12,79 g/L de etanol. Durante os ensaios de reprodutibilidade, os
biossensores foram armazenados sob refrigeracao a 4°C entre as leituras.

Para examinar a repetitividade foram utilizados biossensores confeccionados
e realizadas cinco leituras consecutivas no mesmo dia com cada biossensor. A
reprodutibilidade foi examinada utilizando biossensores confeccionados realizando

leituras diarias durante trés dias consecutivos.

4.16 UTILIZACAO DO BIOSSENSOR EM AMOSTRAS REAIS

Foi analisada a concentracdo de etanol de uma amostra de biocombustivel
etanol e de uma amostra, oriunda de praticas laboratoriais da EQ-UFRJ, de meio
fermentado composto de caldo de cana-de-agucar, KH,PO4, MgS0,4.7H,0O, NacCl,
extrato de levedura e antiespumante. As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) por se tratar de uma metodologia

bem difundida em analises, e seu resultado serviu de parametro para determinar a


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCwQFjAF&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FCromatografia_l%25C3%25ADquida_de_alta_efici%25C3%25AAncia&ei=JVSLVKfdIoqlNtnHgUA&usg=AFQjCNH_PqNShNn0mgfPo6-NTq8Ycz7JyQ&bvm=bv.81828268,d.eXY
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confiabilidade do biossensor desenvolvido. Os parametros de operagdo do
cromatégrafo foram: coluna Hi-Plex H 300 x 7,7 mm, H,SO4 5 mM como fase movel,

temperatura da coluna de 60°C, do detector de 50°C e fluxo de 0,6 mL/min.
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A Tabela 3 apresenta as médias das dimensfes, das resisténcias obtidas pelo

eletrdmetro e das condutividades elétricas, de cada pastilha, calculadas de acordo

com a Equacédo 6 mencionada no item 4.3.2.

TABELA 3: Médias das dimensdes de cada pastilha e de suas condutividades elétricas.

Amostra Espessura Area Resisténcia Condutividade Variancia Desvio

(mm) (mm?) Q) elétrica (S/mm) padrdo
1 1,21 131,51 82,163 1,120.10™* 4,176.10°  5,719.10™°
2 1,37 153,50  1690,755 5,425.10™"° 6,511.10"°  8,069.10""
3 1,65 133,28 65,577 2,312.10" 1,843.10"°  1,358.10"*
4 1,43 130,02 141,025 8,498.10™° 8,572.10"Y  2,928.10™"°
5 1,70 132,53 107,809 1,405.10™"* 7,313.10%  8,551.10™°
6 1,47 132,87 51,220 2,170.10™"* 6,850.10"  2,617.10%°
7 1,38 130,25 101,063 1,071.10"* 4,434.10"Y  2,106.10™°
8 1,10 153,57 437,905 1,714.10"%° 2,226.10"  4,718.10™°
9 1,53 153,39 705,435 1,489.10%° 2,224.10""  4,716.10™"°
10 1,78 132,32 66,972 2,011.10"* 9,519.10*°  3,085.10™°
11 1,38 131,78 373,359 2,807.10"% 1,730.10**  1,315.10™°

5.1.1 Analise estatistica da determinacdo da composicdo da matriz

biossensor

do

Dentre os modelos matematicos que obtiveram significancia estatistica

(modelo linear e modelo cubico completo) o modelo cubico completo foi o que

obteve o0 maior coeficiente de determinacdo ajustado (Rza,-ust,), ao passo que 0s

modelos quadratico e cubico especial nao obtiveram significAncia estatistica

conforme apresentado na Tabela 4.

TABELA 4: ANOVA para condutividade elétrica.

Significancia estatistica dos modelos matematicos previstos pelo planejamento.
2z

Modelo p-level R Rzajust.
Linear 0,000000 0,816336 0,801643
Quadratico 0,553916 0,832638 0,794601
Cubico Especial 0,498959 0,836327 0,789563
Cubico Completo 0,011144 0,910330 0,865495
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7

Afirmando que o modelo matematico cubico completo € estatisticamente
significativo indica que a interacdo de terceira ordem entre 0os componentes €&
relevante. Dessa forma sera utilizado o modelo cubico completo para descrever a
condutividade elétrica apresentada pelo compasito.

O modelo matematico proposto descreve de forma satisfatoria a
condutividade elétrica (S/mm). Essa informacéo esta bem ilustrada na Figura 17 por
meio do grafico dos valores previstos versus valores observados da condutividade
elétrica onde percebe pouca dispersao dos pontos sobre a curva. Considerando 0s
dois pontos mais afastados da curva como outliers, 0 modelo matematico proposto

descreve plenamente a condutividade elétrica (S/mm) apresentada pelo compasito.

0,00025

0,00020

0,00015

0,00010

Valores previstos

0,00005

0,00000

-0,00005
-0,00005 0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020 0,00025 0,00030 0,00035

Valores observados

FIGURA 17: Valores previstos versus valores observados da condutividade elétrica.

O gréfico de Pareto em funcéo dos valores da estatistica do teste t de Student
(Figura 18) mostra que o componente epOxi, a interacdo quadratica entre o grafite e
a PANI e a interacdo cubica entre o grafite, a PANI e o0 epdxi ndo sdao
estatisticamentes significativos, pois o valor do p-level de cada coeficiente é maior
que 0,05, ou seja, a probabilidade de errar ao afirmar que o componente epoxi, a
interacdo quadratica entre o grafite e a PANI e a interacdo cubica entre o grafite, a
PANI e 0 epOxi ndo sdo relevantes € menor que 0,05, ndo sendo necessario

considerar seus coeficientes no modelo matematico.
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FIGURA 18: Grafico de Pareto para a condutividade elétrica apresentada pelo compésito em funcgédo
dos valores da estatistica do teste t de Student.

Uma vez que o valor da estatistica do teste t de Student do grafite € negativo,
isso indica que o mesmo de forma isolada, proporciona uma diminuicdo na
condutividade elétrica apresentada pelo compdsito, porém alguns valores da
estatistica do teste t de Student da interacdo do grafite de segunda ordem com 0s
outros componentes s&8o positivos, proporcionando um eletrodo com maior
condutividade elétrica. Em suma, apesar do grafite de forma isolada proporcionar
uma diminuicdo na condutividade elétrica, isso ndo é razdo de ignora-lo, pois sua
interacdo com o0s demais componentes € essencial para aumentar a condutividade
elétrica apresentada pelo compdsito.

O valor da estatistica do teste t de Student da PANI é o maior dentre os
outros componentes, sendo assim, deduz-se que este componente determinara a
condutividade elétrica do compdsito, porém o valor da estatistica do teste t de
Student da interacdo entre o grafite e a PANI [AB(A-B)] é o maior, fazendo com que
essa interacdo seja a responsavel em produzir um compdsito com maior
condutividade elétrica.

A partir do grafico de Pareto (Figura 18) também pode constatar que o grafite,
a PANI e algumas interacdes de segunda ordem {grafite interagindo com epéxi [AC e
AC(A-C)], PANI interagindo com epo6xi [BC e BC(B-C)] e grafite interagindo com
PANI [AB(A-B)]} sdo estatisticamente significativos visto que seus valores p-level sdo

inferiores a 0,05.
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Pelo grafico de Pareto percebe-se que a combinacdo da PANI com epOxi
forma uma mistura antag6nica, pois os valores da estatistica do teste t de Student de
suas interacbes sdo negativos, e as demais combinacbes formam misturas
sinérgicas.

E recomendado ignorar algumas interacdes que ndo sdo estatisticamente
significativas para reduzir a quantidade de termos do modelo matematico proposto
(CALADO; MONTGOMERY, 2003). Ignorando apenas a interacdo entre 0s trés
componentes (ABC), 0 RZ%just. permaneceu praticamente o mesmo e o p-level do
modelo teve uma diminuicdo de 0,01 para 0,009, tornando o modelo levemente mais
estatisticamente significativo. Dessa forma tém-se 0 modelo mateméatico (Equacéao 9)

para descrever a condutividade elétrica apresentada pelo compasito:

Condutividade elétrica = - 0,041830A + 0,009105B - 0,003224C + 0,057378AB +
0,063282AC - 0,012000BC + 0,060381A°B + 0,060381AB? + 0,035185A°C +
0,035185AC? - 0,026401B>C - 0,026401BC? 9)

Onde:
A: massa de grafite (%)
B: massa de PANI (%)

C: massa de epoxi (%)

A superficie de resposta € utilizada para obtencdo de faixas altas,
intermediarias e baixas da condutividade elétrica apresentada pelo compdésito em

funcdo do grafite, da PANI e do ep6xi, conforme a Figura 19.
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FIGURA 19: Superficie de resposta para a condutividade elétrica apresentada pelo compdésito em
fungdo dos pseudo-componentes da mistura.

As curvas de nivel fornecem uma visualizacdo mais simples da tendéncia da

variavel de resposta, onde cada um dos pontos correspondem aos pontos

experimentais e cada cor possui 0 mesmo valor da condutividade -elétrica
apresentada pelo compaosito como apresentado na Figura 20.

Epoxi (%)
0% , 100%
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FIGURA 20: Curvas de nivel para a condutividade elétrica apresentada pelo compdésito em funcéo
dos pseudo-componentes da mistura.
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As curvas de nivel sdo obtidas pelo rebatimento da superficie de resposta
sobre um plano. Tanto as curvas de nivel quanto a superficie de resposta levam em
conta as restricdes do planejamento, ou seja, 0os pseudo-componentes, e por iSso
ndo fica evidente a visualizacdo da melhor composicéo para fornecer um compdésito
com maior condutividade elétrica em termos de porcentagem dos componentes
originais.

Para uma visualizacdo adequada da melhor composicdo da matriz do eletrodo
com o objetivo de atingir a maior condutividade elétrica utiliza-se o diagrama ternario
com restricdo apresentado na Figura 21.

0% ,100%

PANI

FIGURA 21: Diagrama ternario com restricdo para condutividade elétrica apresentada pelo compdésito
em funcdo dos componentes grafite, epoxi e PANI.

A regido do planejamento encontra-se delimitada por um hexagono e a regiéo
gue fornece a maior condutividade elétrica apresentada pelo compdsito aparece em
vermelho. A regido delimitada indica que a maior condutividade elétrica é promovida
por uma mistura em torno de 25% de grafite, 40% de PANI e 35% de epoxi. De
acordo com as curvas de nivel, existe uma regido que proporciona uma
condutividade elétrica ainda maior localizada no canto inferior direito (Figura 20),
porém essa regido ndo se encontra no interior do hexagono, ou seja, esta fora da
faixa experimental do planejamento e porisso deve ser desconsiderada pela analise.

De acordo com o modelo matematico proposto, um compdsito confeccionado

com 25% de grafite, 40% de PANI e 35% de epdxi proporcionara uma condutividade
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elétrica de 2,53x10* S/mm. A escolha das porcentagens para a estimativa da
condutividade elétrica apresentada pelo compédsito foi baseada a partir das
observacdes do diagrama ternario.

Foi realizada a analise qualitativa dos residuos e de acordo com a Figura 22
percebe-se que os residuos possuem distribuicdo normal, pois os pontos estdo bem
proximos a curva do grafico e a variancia pode ser considerada constante, uma vez

gue os residuos estao distribuidos aleatoriame nte (Figura 23).
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FIGURA 22: Grafico normal dos residuos para os componentes do composito.
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FIGURA 23: Gréfico dos residuos versus valores previstos para os componentes do compaosito.
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Também foi realizada a analise quantitativa dos residuos para confirmar esta
conclusdo baseada nos testes de Kolmogorov-Smirnov, Liliefors e Shapiro-Wilk,
como mostra a Figura 24. Ambos os testes admitem como hipotese nula a

distribuicdo normal dos residuos.

Histograma: Residuos
K-S d = 0,18538, p > 0.20; Lilliefors p < 0,05
Shapiro-Wilk W = 0,85171, p = 0,00101
14

12

10

[oe]

.

N° de observagdes

i~ 777

0
-0,00010 -0,00006 -0,00002 0,00002 0,00006 0,00010
-0,00008 -0,00004 0,00000 0,00004 0,00008

FIGURA 24: Testes quantitativos da normalidade dos residuos para os componentes do compésito.

Os testes de Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors e Shapiro-Wilk confirmam a
normalidade dos residuos devido os valores de d e p serem maiores que 0,05 e W
ser préximo de 1,0. Dessa forma a hipdtese nula de que os residuos realmente
seguem uma distribuicdo normal é aceita, validando o teste t de Student e o teste F

de Fisher realizados anteriormente.
5.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS SEM AgNPs
A Figura 25 apresenta os voltamogramas do eletrodo A, com massa de 15%

de grafite, 30% de PANI e 55% da resina epdéxi com diferentes velocidades de

varredura de potencial.
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FIGURA 25: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo A, com massa de 15% de grafite, 30%

de PANI e 55% de resina ep6xi em solucdo contendo K4Fe(CN)s 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCl.

A Figura 26 apresenta os voltamogramas do eletrodo B, com massa de 30%
de grafite, 45% de PANI e 25% da resina epdxi com diferentes velocidades de

varredura de potencial.
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FIGURA 26: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo B, com massa de 30% de grafite, 45%

de PANI e 25% de resina ep6xi em solucdo contendo K4;Fe(CN)s 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCI.

A Figura 27 apresenta os voltamogramas do eletrodo C, com massa de 0% de

grafite, 60% de PANI e 40% da resina epOxi com diferentes velocidades de

varredura de potencial.
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FIGURA 27: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo C, com massa de 0% de grafite, 60% de

PANI e 40% de resina epdxi em solugcéo contendo K4;Fe(CN)g 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCl.

A Figura 28 apresenta os voltamogramas do eletrodo D, com massa de 15%
de grafite, 45% de PANI e 40% da resina epdxi com diferentes velocidades de

varredura de potencial.
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FIGURA 28: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo D, com massa de 15% de grafite, 45%

de PANI e 40% de resina epdxi em solucdo contendo K4;Fe(CN)s 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCl.

A Figura 29 apresenta os voltamogramas do eletrodo E, com a proporcao

sugerida pelo planejamento experimental com massa de 25% de grafite, 40% de

PANI e 35% da resina epoxi com diferentes velocidades de varredura de potencial.
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FIGURA 29: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo E, com massa de 25% de grafite, 40%
de PANI e 35% de resina ep6xi em solucdo contendo K4Fe(CN)s 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCl.

Verifica-se a partir das Figuras 25 a 29 que os voltamogramas que
apresentaram os picos maiores e mais definidos foram os fornecidos pelo eletrodo E,
com massa de 25% de grafite, 40% de PANI e 35% de resina epOxi, concordando
com a composicdo estimada pelo planejamento experimental. Portanto, essa
proporcao foi selecionada para o prosseguimento do trabalho.

Foi determinada a velocidade de varredura de potencial que proporcionou o
maior carater de reversibilidade do sistema, que de acordo com a Tabela 5 tal
velocidade foi de 80 mV/s, pois dentre as velocidades analisadas, essa é a que
apresenta o0 modulo da razdo entre a corrente de pico anddica (l,a) € a corrente de
pico catodica (l,c) mais proxima de 1, ou seja, € nessa velocidade que o sistema

apresenta o maior carater de reversibilidade de acordo com Diao e Zhang (1996).

TABELA 5: Valores de correntes de pico catddico, pico anddico e sua razao em funcéo da velocidade
de varredura frente ao eletrodo E.

v (mV/s) Ipa (MA) Ipc (mA) [Ipa/ipc|
20 -0,099 0,071 1,40
40 -0,142 0,106 1,33
60 -0,161 0,124 1,30
80 -0,175 0,136 1,28
100 -0,178 0,137 1,30
125 -0,176 0,133 1,33
150 -0,173 0,125 1,39

Baseado nos parametros apresentados na Tabela 5 foi elaborado o grafico

gue correlaciona as correntes de picos (catddicas e anddicas) com a raiz quadrada
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da velocidade de varredura (Figura 30) fornecido pelo eletrodo E, também com o

objetivo de confirmar o carater de reversibilidade do sistema.
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FIGURA 30: Curvas de correlacdo entre as correntes de pico catddicas (Ipc) e anddicas (Ipa) em
funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (V/s)l/2 fornecidas pelo eletrodo E.

Segundo Diao e Zhang (1996), a reversibilidade do sistema € caracterizada
de modo conjunto pela corrente de pico, que deve ser linearmente proporcional a
concentracdo no meio, aumentando com a raiz quadrada da velocidade de
varredura.

Observa-se que ndo houve linearidade entre as correntes de pico catodica e
anddica em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando a nao
reversibilidade do sistema. Dessa forma foi necesséario lancar méao de estratégias

para alcancar tal linearidade aprimorando o desempenho do eletrodo, que sera
explicitado adiante.

5.3 CARACTERIZACAO DA DISPERSAO DE AgNPs

As AgNPs sdo muito pequenas para serem identificadas a olho nu, porém seu
tamanho € maior que o comprimento de onda da luz visivel. Dessa forma, um feixe
de luz que atravessa uma disperséo coloidal de AgNPs é refratado por essas AgNPs
conforme mostra a Figura 31, fendmeno este conhecido como Efeito Tyndall
(BECHTOLD, 2011).
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FIGURA 31: Feixe de Iz atravessando a dispersao coloidal de AgNPs.

O espectro de absorcao da dispersao coloidal de AgQNPs esta apresentado na
Figura 32, que exibe uma banda de absorcdo aproximadamente em 400 nm,
compativel com os resultados obtidos por Rashid, Bhuiyan e Quayum (2013) e por
Reis (2011), confirmando que sua sintese foi bem sucedida uma vez que a banda de

absorcao tipica para as AgNPs é na regido de 350 a 450 nm.
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FIGURA 32: Espectro de absorgéo da dispersdo de AgNPs.

Tais bandas séo propriedades fisicas Unicas dessas nanoparticulas. Quando
um campo eletromagnético externo, como a luz por exemplo, € aplicado a um metal,
os elétrons de conducdo se movem em conjunto de modo a apresentar uma
perturbacdo distribuida de carga conhecida como plasma, localizado proximo a
superficie do metal (RASHID; BHUIYAN; QUAYUM, 2013).
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54 CARACTERIZACAO TERMICA DOS CONSTITUINTES DA MATRIZ DO
BIOSSENSOR

A Figura 33 apresenta as curvas TGA de perda percentual de massa do
compodsito de PANlgrafite enriquecido com AgNPs em funcdo do aumento da

temperatura.
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FIGURA 33: Curvas TGA do composito de PANI/grafite enriquecido com AgNPs.

Podem ser observados trés eventos significativos de perda de massa, a
50,17°C (3,0%), entre 200°C e 293,5°C (7,8%) e um maior em 524,59°C (52,1%). A
primeira perda observada em baixa temperatura (50,17°C) pode ser devida a
evaporacdo de agua, tendo em vista a PANI ser um polimero altamente higroscopico
(TSOCHEVA et al.,, 1998). As segunda e terceira perdas de massa verificadas
devem estar relacionadas com a decomposic¢ao da estrutura do polimero obtendo-se
um residuo de cerca de 25%, que corresponde ao teor de grafite enriquecido com
AgNPs utilizado no preparo do compdésito. Traore e outros (1991) estudando a
termodegradacdo da PANI relataram a fragmentacdo do polimero em temperaturas
acima de 520°C em oligbmeros e estruturas de peso molecular menores, podendo
ocorrer reacdes cruzadas de fusdo em anéis entre cadeias poliméricas préximas,

formacé&o de heterociclicos e de aménio.
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A Figura 34 mostra as curvas de DSC obtidas para amostras de grafite, grafite

enriguecido com AgNPs, PANI e PANlVqgrafite enriquecido com AgNPs, onde os

comportamentos térmicos de cada amostra podem ser evidenciados em funcdo da

natureza quimica da matéria e composicao.
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FIGURA 34: Curvas DSC das amostras de grafite, grafite enriquecido com AgNPs, PANI e

PANI/grafite enriquecido com AgNPs.

Para a amostra de PANI pode ser verificado um evento endotérmico (191°C) e
um evento exotérmico (292,2°C) (Figura 35). O primeiro evento (endotérmico) pode
ser devido a perda de agua e o evento exotérmico devido ao inicio da degradacao

da PANI e modificacdo da morfologia do polimero conforme reportado por Ding e

outros (1999) devido provavelmente a recristalizacdo ou rea¢des de ligacdo cruzada.
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. FIGURA 35: Curvas DSC da amostras de PANI.

A temperatura de transicao vitrea (temperatura de mudanca do estado amorfo
para estado cristalino) verificada neste estudo foi de 165,3°C, valor intermediario as
duas observadas por Ding e outros (1999) de aproximadamente 70°C e de 250°C
para PANI em pé. Abdelkader e outros (2012) estudando a estabilidade térmica de
diferentes estados da PANI obteve distintos valores de temperatura de transicao
vitrea de 74,1°C para a basica, de 103,7°C para a forma de sal e de 126,9°C para a
dopada com acido cloridrico. Chauhan e outros (2011) estudando o comportamento
térmico e condutor da base esmeraldina da PANI reportaram para diferentes
condicdes de sintese dois significativos: um na faixa de 25°C a 60°C, creditado a
evaporagdo de dgua adsorvida, e outro entre 90°C a 115°C devido possivelmente as
reacdes de ligacdo cruzada entre anéis quinoidais proximos na estrutura do
polimero.

Na Figura 36 pode ser observado o perfil de DSC obtido para o compdsito
PANl/grafite enriquecido com AgNPs, onde dois eventos térmicos aparecem, um

endotérmico a 195,9°C e um exotérmico na temperatura de 292,4°C.
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PerkinElmer Themal Analysis
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FIGURA 36: Curvas DSC do compésito PANI/grafite enriquecido com AgNPs.

O primeiro evento pode ser decorrente da evaporacdo da agua e o segundo
as reacdes cruzadas e recristalizacdo promovidas pela elevacdo da temperatura.
Pode ser observado um aumento da intensidade do evento exotérmico ao comparar
com a curva de DSC obtida para a PANI (Figura 35) de 282,1 mJ (-75,5 J/g) para
1172,8 mJ (-252,5 J/g) que ocorre na mesma temperatura, cerca de 292°C.

A Tabela 6 apresenta comparativamente os valores de temperatura e
quantidade de calor gerada nos eventos térmicos para as diferentes amostras

estudadas em DSC.

TABELA 6: Valores de temperatura e quantidade de calor gerada nos eventos
térmicos das diferentes amostras.

Amostra Tg ACp T1 AH1 Area 1 T2 AH2 Area 2
(o _@g’cy (o (g (mJ) (o) (J/g) (mJ)
PANI 165,3 0,378 191,0 48,9 173,5 292,2 -79,5 -282,1
PANI/Grafite+AgNPs ND ND 1959 73,3 340,5 292,4 -252,5 -1172,8
Disperséo de AgNPs - - 106,3 143,8 2027,2 - - -

A andlise de DSC conduzida com amostra de grafite ndo apresentou evento
térmico e perfil descendente até a temperatura de 350°C (Figura 34). Entretanto,
conforme demonstrado na Figura 37, a analise de DSC para a amostra de grafite
enriquecida com AgNPs apresentou 5 eventos endotérmicos entre cerca de 25°C e

350°C, possivelmente devido a eliminacdo de Agua adsorvida por evaporagdo e
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volatilizacdo residuais adsorvidos no grafite, utilizados e/ou formados no preparo das

AgNPs, tais como: de citrato de sddio, acido citrico, nitrato de sédio, nitrato de prata.

PerkinElmer Thermal Analysis
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FIGURA 37: Curvas DSC da amostra de grafite enriquecido com AgNPs.

Pela andlise DSC da dispersdo de AgNPs, na faixa de temperatura

investigada, observa-se um Unico evento endotérmico a temperatura T1 de 106,3°C,

devido a evaporacao de agua conforme a Figura 38.
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FIGURA 38: Curvas DSC da dispersdo de AgNPs.

Mani e outros (2013) observaram perda de massa da ordem de 28% de
AgNPs por TGA na faixa de estudo até 800°C e por DSC um evento endotérmico em
69°C, ao utilizar um método fitoquimico para promover a reducdo de Ag® a Ag°
(nanoparticulas), com faixa de diametro de 20 a 30 nm, gerando um composto
estavel termicamente a baixas temperaturas. Khan e outros (2011) reportaram total
degradacdo em temperaturas superiores a 300°C, a ocorréncia de pico exotérmico
entre 200°C e 300°C creditada a dessorcdo de dgua. Em consonancia com Mani e
outros (2013), Khan e outros (2011) relataram perdas de massa em torno de 10%
para temperaturas inferiores a 200°C para AgNPs de diametro médio de 17,5 nm.

Os resultados obtidos pela TGA estdo em consonancia com os reportados por
Khan e outros (2011), Mani e outros (2013) e com a analise DSC para disperséo de
AgNPs realizada neste trabalho, que evidenciou um Unico pico endotérmico na

temperatura de 106,3°C (evaporacdo de agua).
5.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO ELETRODO COM AgNPs

A Figura 39 apresenta os voltamogramas do eletrodo com AgNPs em

diferentes velocidades de varredura de potencial.
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FIGURA 39: Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo com AgNPs em solugao contendo
K4Fe(CN)s 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCl.
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Também foi elaborada a Tabela 7 para determinar a velocidade que

proporciona o melhor pico frente ao eletrodo com AgNPs.

TABELA 7: Valores de correntes de pico catddico, pico anédico e sua razao em funcéo da velocidade

de varredura frente ao eletrodo com AgNPs.

v (MmV/s) Ipa (MA) Ipc (MA) [Ipa/ipc|
20 -0,024 0,099 0,24
40 -0,192 0,180 1,07
60 -0,230 0,206 1,11
80 -0,278 0,240 1,16
100 -0,322 0,262 1,23
125 -0,365 0,284 1,28
150 -0,405 0,298 1,36

De acordo com a Tabela 7 tal velocidade € de 40 mV/s, pois dentre as

velocidades analisadas essa é a que apresenta 0 modulo razdo entre a corrente de

pico anodica (lpa) € a corrente de pico catodica (l,c) mais proxima de 1, ou seja, €

nessa velocidade que o sistema apresenta o maior carater de reversibilidade

segundo Diao e Zhang (1996).

Baseado nos parametros apresentados na Tabela 7 também foi elaborado o

grafico que correlaciona as correntes de picos (catédicas e anddicas) com a raiz

quadrada da velocidade de varredura (Figura 40) fornecido pelo eletrodo com

AgNPs.
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FIGURA 40: Curvas de correlacao entre as correntes de pico anddicas (Ipa) e catddicas (Ipc) em
funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura [(\//5)1/2] fornecidas pelo eletrodo com AgNPs.

Por se tratar de um processo reversivel, as correntes de pico catddica e
anddica sdo proporcionais a concentracao da substancia que esta sendo reduzida e
oxidada, aumentando e diminuindo, respectivamente, de forma linear com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (DIAO; ZHANG, 1996).

Houve uma melhora significativa na linearidade das correntes de pico tanto
anddica quanto catodica fornecida pelo eletrodo com AgNPs em relacdo as
correntes de pico fornecidas pelo eletrodo sem tais particulas, indicando que o
processo de intercalacdo/extracdo dos ions agora € controlado pela difusdo dos
mesmos no interior da estrutura, evidenciando que a inclusdo das AgNPs aprimorou
a leitura eletrodo.

Com as velocidades que proporcionaram as melhores correntes de pico frente
aos eletrodos sem e com AgNPs (80 e 40 mV/s respectivamente) foi plotado os
voltamogramas para os dois eletrodos (Figura 41) no intuito de verificar se a inclusao
das AgNPs favoreceu algum tipo de aumento na corrente de pico.
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FIGURA 41: Voltamogramas ciclicos obtidos com os eletrodos sem e com AgNPs em solugédo
contendo K4Fe(CN)g 10 mM em KCI 3 M vs. Ag/AgCl.

E possivel observar claramente que as correntes de pico maiores e mais
definidas foram as fornecidas pelo eletrodo com AgNPs, como esperado e

confirmado pela Tabela 8.

TABELA 8: Comparacdo entre as correntes de pico dos eletrodos sem e com AgNPs.

Eletrodo v (mV/s) Ipa (MA) Ipc (MA) |Ipa/lpc|
Sem AgNPs 80 -0,175 0,136 1,28
Com AgNPs 40 -0,192 0,180 1,07

A insercdo das AgNPs proporcionou um aumento tanto na corrente de pico
anddica quanto na corrente de pico catddica, além de aumentar o carater de
reversibilidade do eletrodo, uma vez que a razéo |lpa/lpc| se tornou mais proxima de

1, caracteristico de um sistema reversivel (DIAO; ZHANG, 1996).

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA HRP

A segquir (Figura 42) um dos resultados obtidos no ensaio da atividade
enzimatica da HRP. Foram feitos diversos ensaios de atividade enzimatica, pois é
necessario ter o conhecimento da atividade enzimatica da HRP toda vez que for

fazer um procedimento de imobilizagéo.
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FIGURA 42: Grafico obtido para o calculo da atividade enzimatica.
Variagdo da absorbancia a 510 nm durante 1 minuto.

Sabendo que a amostra analisada foi diluida 600 vezes e que a equacao da

reta adquirida fornece um coeficiente angular, calcula-se a atividade enzimatica de

acordo com a Equacdo 8 apresentada no item 4.10. A atividade enzimatica da

solucdo de HRP para esta amostra foi de 933,7 U/mL.

5.7 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DA SOLUCAO DE IMOBILIZACAO

ENZIMATICA

A Tabela 9 apresenta as médias da corrente de pico resultante de acordo com

cada solucéo de imobilizacdo enzimatica.

TABELA 9: Médias da corrente de pico resultante em fun¢do da solugéo de imobilizacao.

Solucdo de  Ipr média Variancia Desvio

imobilizagdo (mA) padréo
1 0,015  9,33.10%° 3,06.10%
2 0,155  3,10.10%” 5,57.10%
3 0,143  6,16.10™ 2,48.10%
4 0,181  2,86.10™ 1,69.10%
5 0,134  4,93.10% 7,02.10%
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5.7.1 Andlise estatistica da determinacdo da composicdo da solucdo de

imobilizacdo enzimatica

Dentre os modelos matematicos que obtiveram significAncia estatistica
(modelo linear e modelo quadratico) o modelo quadratico foi 0 que obteve o maior
coeficiente de determinagdo ajustado (Rzajust_), ao passo gue os modelos cubico e
cubico especial ndo obtiveram significancia estatistica conforme apresentado na
Tabela 10.

TABELA 10: ANOVA para corrente de pico resultante.
Significancia estatistica dos modelos matematicos previstos pelo planejamento.

Modelo p-level R® Rzajust,
Linear 0,016144 0,497269 0,413480
Quadratico 0,016879 0,777769 0,688876
Cubico Especial - 0,777769 0,688876
Cubico Completo - 0,777769 0,688876

O modelo matematico proposto ndo descreve plenamente a corrente de pico
resultante gerada pelo eletrodo com enzimas imobilizadas, pois o valor de 0,69 para
o coeficiente de determinacdo ajustado esté relativamente baixo. Essa informacao
esta bem ilustrada na Figura 43 por meio do grafico dos valores previstos versus
valores observados da corrente de pico resultante onde percebe uma certa

disperséo dos pontos em torno da curva.
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FIGURA 43: Valores previstos versus valores observados da corrente de pico resultante.
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Uma vez que o objetivo do planejamento ndo é o de obter um modelo
matematico e sim determinar se, e quais, 0s componentes sao relevantes em um
determinado estudo, o modelo matematico gerado ndo € muito importante para a
presente analise.

A Tabela 11 apresenta os coeficientes de regressdo dos pseudo-
componentes utilizados para identificar os componentes relevantes e suas

interacdes.

TABELA 11: Coeficientes de regressao dos pseudo-componentes e suas significancias estatisticas.

Fator Coeficiente p (IC*: 95%)
(A) Solucao Enzimética 0,0001873 0,0000315
(B) Glutaraldeido 2,5% (%) -0,0044553 0,0982712
(C) Albumina 1 mg/mL (%) 0,0042506 0,0962228
AB 0,0091370 0,0862246
AC -0,0083963 0,1053623

*IC: Intervalo de Confianca.

A partir da Tabela 11 pode constatar que o fator solucdo enzimética é
estatisticamente significativo para um intervalo de confianga (IC) de 95% visto que
seu valor de p-level é inferior a 0,05. Os fatores glutaraldeido, albumina e a interagéo
de segunda ordem AB (solucdo enzimatica interagindo com glutaraldeido) sao
marginalmentes significativos para o0 mesmo intervalo de confianca pois
0,05 < p-level < 0,10, ao passo que interacdo de segunda ordem AC (solucéo
enzimatica interagindo com albumina) ndo é estatisticamente significativa para o
mesmo intervalo de confianca pois p-level > 0,10.

A superficie de resposta é utilizada para obtencdo de faixas altas,
intermediarias e baixas da corrente de pico resultante produzida pelo eletrodo com
enzimas imobilizadas em funcdo da solucdo enzimética, do glutaraldeido e da

albumina, conforme a Figura 44.
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FIGURA 44: Superficie de resposta para a corrente de pico resultante produzida pelo eletrodo com
enzimas imobilizadas em funcao dos pseudo-componentes da mistura.
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Para uma visualizacdo mais simples da tendéncia da variavel de resposta sao

criadas as curvas de nivel pelo rebatimento da superficie de resposta num plano

como apresentado na Figura 45.
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FIGURA 45: Curvas de nivel para a corrente de pico resultante produzida pelo eletrodo com enzimas

imobilizadas em funcé@o dos pseudo-componentes da mistura.

Pelas curvas de nivel ndo fica evidente a visualizacdo da melhor composicao
da solucdo de imobilizacdo em termos de porcentagem dos componentes originais,

pois tanto as curvas de nivel como a superficie de resposta sdo baseadas nas

restricdes do planejamento e ndo nos componentes originais.
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Para uma visualizacdo adequada da melhor composicdo da solugdo de
imobilizagdo, com o objetivo de atingir a maior corrente de pico resultante, utiliza-se

o diagrama ternario com restricdo apresentado na Figura 46.

10%

_ 0%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Glutaraldeido

FIGURA 46: Diagrama ternario com restricdo para a corrente de pico resultante produzida pelo
eletrodo com enzimas imobilizadas em fungdo dos componentes
solug&o enzimdtica, albumina e glutaraldeido.

A regido do planejamento encontra-se delimitada por um losango e as duas
regides que fornecem as maiores correntes de pico resultantes aparecem em laranja
mais escuro. A primeira regido indica alta corrente de pico resultante fornecida por
um eletrodo com enzimas imobilizadas contendo uma solugcdo com volume de 85%
de solucao enzimatica, 10% de albumina e 5% de glutaraldeido e a segunda regido
indica alta corrente de pico resultante fornecida por um eletrodo com enzimas
imobilizadas contendo uma solucdo com volume de 94,5% de solugcdo enzimatica,
0,5% de albumina e 5% de glutaraldeido. Para este trabalho foi usada a solugcéo de
imobilizagdo conforme a primeira regido por utilizar um menor teor de enzima devido
ao seu elevado custo.

Também foi realizada a andlise quantitativa dos residuos baseada nos testes
de Kolmogorov e Shapiro-Wilk, como mostra a Figura 47. Ambos o0s testes admitem

como hipétese nula a distribuicdo normal dos residuos.
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Histograma: Residuos
K-S d = 0,26543, p > 0.20; Lilliefors p < 0,01
Shapiro-Wilk W = 0,79386, p = 0,00307
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FIGURA 47: Testes quantitativos da normalidade dos residuos para os componentes da
solugéo de imobilizagéo.

Os testes de Kolmogorov e Shapiro-Wilk confirmam a normalidade dos
residuos devido os valores de p e d serem maiores que 0,05 e W ser préximo de 1,0.
Dessa forma a hip6tese nula de que os residuos realmente seguem uma distribuicdo
normal € aceita, validando o teste t de Student e o teste F de Fisher realizados

anteriormente.

5.8 CARACTERIZACAO SUPERFICIAL DO ELETRODO

A andlise da superficie por microscopia eletrénica de varredura mostrou que
0s eletrodos apresentaram um grau de rugosidade superficial (Figura 48A). Estas
rugosidades promovem um aumento na superficie de contato do eletrodo
contribuindo para o aumento do numero de sitios ativos na superficie do mesmo
que, por sua vez, contribuem para um aumento da area disponivel para imobilizacao

enzimatica, podendo uma maior quantidade de etanol ser catalisada pela AOD.
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FIGURA 48: Mlcrograﬁa por MV da superf|C|e do eletrodo (am pliagdo de 1500X). A) Sem
imobilizacdo. B) Com AOD e HRP imobilizadas.
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A superficie do eletrodo modificado estd apresentada na Figura 48B,

semelhante aos resultados obtidos por Silva et. al. (2011), onde h& uma grande

reducdo do numero de sulcos na superficie do eletrodo indicando que foram

totalmente preenchidos durante a reticulacdo do glutaraldeido com a AOD e com a

HRP.

5.9 CURVA PADRAO DO BIOSSENSOR ENZIMATICO

A Figura 49 apresenta os voltamogramas do biossensor enzimatico em

diferentes concentragdes de etanol.
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FIGURA 49: Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o biossensor enzimético em diversas

concentracdes de etanol.
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E possivel observar um aumento na corrente do sistema a medida em que se
aumenta a concentracao de etanol no meio.

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores das correntes de pico resultantes
para as diversas concentragdes de etanol testadas.

TABELA 12: DiluicGes e correntes de pico resultantes para as diversas
concentracdes de etanol testadas.

Etanol P.A.  Tampéo fosfato Solugéo Etanol Clor_rente Variancia Desvio
(mL) de sédio (mL) total (mL) (g/L) média (mA) padrédo
0,00 10,00 10,0 0,00 0,120 2,23.10%”  4,73.10%
0,05 9,95 10,0 4,26 0,139 6,33.10%° 2,52.10%
0,10 9,90 10,0 8,53 0,157 4,00.10°° 2,00.10°
0,15 9,85 10,0 12,79 0,165 4,33.10°° 2,08.10°
0,20 9,80 10,0 17,05 0,179 7,00.10%°  2,65.10%
0,25 9,75 10,0 21,32 0,201 3,90.10” 6,24.10%
0,30 9,70 10,0 25,58 0,217 6,33.10°°  2,52.10%
0,35 9,65 10,0 29,84 0,247 2,03.10%” 4,51.10%

Os dados da Tabela 12 foram utilizados na construcéo da curva padrao como

mostra a Figura 50.

Corrente de pico (mA)
=
(0,]

0,10 A y=0,004x+ 0,1186
R?=0,9833
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0,00 T T T T T T )
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracdo de etanol (g/L)

FIGURA 50: Curva padrao do biossensor enzimético para determinac&o de etanol.

A curva padrdo apresenta uma linearidade positiva confirmando a oxidagao
do etanol pela AOD. A oxidacdo do etanol ocorre na superficie do biossensor
provocando um fluxo de elétrons neste local. Dentro da faixa de concentracdo de

etanol estabelecida, a medida que ha um aumento na concentracdo de etanol maior
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a quantidade de substrato ofertada a AOD, gerando um maior fluxo de elétrons
confirmando os resultados obtidos por Johansson et al. (2003).

5.10 REPETITIVIDADE E REPRODUTIBILIDADE DO BIOSSENSOR

A Figura 51 apresenta os voltamogramas dos biossensores utilizados para
avaliar suas repetitividades e a Figura 52 mostra a variacdo de leitura de cada um

desses biossensores.
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FIGURA 51: Voltamogramas dos biossensores utilizados para avaliar a repetitividade.
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FIGURA 52: Variacao de leitura de cada biossensor para avaliar a repetitividade.

De acordo com a Figura 51 verifica-se uma pequena variagdo nas leituras
entre os diferentes voltamogramas para 0s mesmos biossensores. Essa variacdo €
melhor compreendida na Figura 52 onde as correntes de picos foram convertidas em
concentracdo (g/L) de etanol na mistura. A repetitividade do biossensor foi
considerada satisfatoria, uma vez que houve pouca variacdo nas leituras. A variagédo
foi de 3,6%, 2,2% e 4,5% para os biossensores 1, 2 e 3, respectivamente.

A Figura 53 apresenta os voltamogramas dos biossensores utilizados para
avaliar suas reprodutibilidades e a Figura 54 mostra a variacao de leitura de cada um

desses biossensores com o passar dos dias.
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FIGURA 53: Voltamogramas dos biossensores utilizados para avaliar a reprodutibilidade.
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FIGURA 54: Variagcao de leitura de cada biossensor para avaliar a reprodutibilidade.

De acordo com a Figura 53 observa-se que o0s picos dos voltamogramas
diminuem no segundo dia e no terceiro dia de leitura ndo ha mais picos a serem
observados. Essa variacao € melhor compreendida na Figura 54 onde as correntes
de picos foram convertidas em concentragcao (g/L) de etanol na mistura.

A reprodutibilidade do biossensor ao longo do tempo néo foi satisfatdria, uma
vez que o seu funcionamento teve uma duracdo apenas de dois dias, e ainda assim,
no segundo dia houve uma variagdo consideravel nas leituras. Porém, a
reprodutibilidade da metodologia na confeccdo deste dispositivo foi considerada
satisfatéria, indicando uma producdo homogénea desses biossensores, uma vez que
os resultados, obtidos na primeira leitura de cada biossensor, se apresentaram bem
proximos com uma variagdo de leitura em torno de 9% apenas, podendo ser

utilizados como biossensores descartaveis.

5.11 UTILIZACAO DO BIOSSENSOR EM AMOSTRAS REAIS

De acordo com a andlise em HPLC, a amostra adquirida de um posto de
combustivel possuia uma concentracdo de 787,08 g/L de etanol em sua composi¢cao
e a amostra de meio fermentado oriunda de praticas laboratoriais da EQ-UFRJ
possuia uma concentracdo de 13,69 g/L.

Uma vez que a concentracdo de etanol da amostra adquirida de um posto de
combustivel se encontrava fora dos limites de detec¢do da curva padréo, foi

necessaria uma diluicdo de 1:50 antes da analise com o biossensor. A concentracao
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de etanol da amostra do meio fermentado se encontrava nos limites de deteccao da
curva padrdo, ndo sendo necesséaria sua diluicdo. Seus voltamogramas de onda

gquadrada estdo apresentados na Figura 55.
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FIGURA 55: Voltamogramas de onda quadrada obtido com o
biossensor enziméatico nas amostras reais.

A determinacdo da concentracdo de etanol nas amostras foi baseada na

corrente de pico resultante obtida pela voltametria de onda quadrada como mostra a
Tabela 13.

TABELA 13: Diluicdo e corrente de pico resultante para as amostras reais testadas.

Amostra Tampéo Total Corrente de pico Variancia Desvio
(mL) (mL) (mL) média (mA) padrao
Biocombustivel -05 -03
Etanol 0,2 9,8 10 0,160 4,27.10 6,53.10
Meio 10 0 10 0,163 1,03.10%  3,21.10%
Fermentado

Baseado nas correntes de pico resultantes encontradas, determina-se as
concentracOes de etanol na amostras de acordo com a regressao linear obtida pela
curva padrdo, conforme Equacéo 10.

C= Ic—0,118 xFd (10)
0,004



101

Onde:
C: Concentracao de etanol na amostra (g/L)
Ic: Corrente de pico resultante (mA)

Fd: Fator de diluig&o (volume total diluido/volume da amostra)

Segundo a Equagéo 10, a concentracdo de etanol encontrada na amostra do
biocombustivel foi de 529,17 g/L e a concentracdo de etanol encontrada na amostra
do meio fermentado foi de 11,31 g/L, valores estes inferiores ao fornecido pela
HPLC. Estima-se que essa incoeréncia de valores seja devida aos aditivos
existentes tanto no biocombustivel etanol (segredos do fabricante) quanto no meio
fermentado (KH>PO4, MgS0,.7H,0, NaCl e antiespumante) que por ventura podem

causar perda de atividade enzimatica das enzimas atuantes no biossensor.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES

Uma ampla variedade de analitos pode ser medida utilizando biossensores
enzimaticos, como glicose, colesterol, acido Urico, fendis, etc. O etanol pode ser
determinado explorando métodos eletroquimicos com eletrodos modificados
baseados em alcool-oxidase e horseradish-peroxidase, com montagem e operagao
simples uma vez que ndo requerem adicdo de um co-factor externo diferente do O-.

O desenvolvimento de eletrodos a base de pasta de carbono para aplicagao
em biossensores amperométricos torna-se eficiente e pratico ao se aplicar o
planejamento experimental de misturas, sendo um método imprescindivel para
melhoria da sensibilidade do dispositivo.

Os dados estatisticos mostraram que a propor¢cao dos componentes da matriz
do eletrodo corroboraram com os valores da voltametria ciclica, sendo que a adi¢do
de nanoparticulas de prata proporcionou um aumento de 9,71% no pico de corrente
anddica e 32,35% no pico de corrente catédica aumentando a sensibilidade do
sistema.

O planejamento experimental de misturas também se mostrou eficaz na
determinacdo dos componentes da solucdo de imobilizacdo enzimatica, evitando
gastos ou desperdicios de tempo e reagentes caros, uma vez a obtencdo de
resultados esperados.

A repetitividade do biossensor e a reprodutibiidade da metodologia na
confeccdo deste dispositivo foram consideradas satisfatérias, porém o mesmo nao
ocorreu com sua reprodutibilidade ao longo do tempo, necessitando de novas
pesquisas para melhorar a estabilidade do dispositivo desenvolvido.

O biossensor desenvolvido apresentou uma confiabilidade de 67,23% ao ser
utilizado na medicdo de amostra real do biocombustivel etanol e 82,61% ao ser
utiizado na medicdo de amostras de meio fermentado oriundas de praticas
laboratoriais da EQ-UFRJ, comparado ao resultado fornecido pela Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Tais precisdes foram consideradas satisfatérias uma vez
gue ha muito o que entender a respeito do comportamento enzimatico a respeito da

imobilizac@o conjunta de alcool-oxidase e horseradish-peroxidase.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCwQFjAF&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FCromatografia_l%25C3%25ADquida_de_alta_efici%25C3%25AAncia&ei=JVSLVKfdIoqlNtnHgUA&usg=AFQjCNH_PqNShNn0mgfPo6-NTq8Ycz7JyQ&bvm=bv.81828268,d.eXY
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CCwQFjAF&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FCromatografia_l%25C3%25ADquida_de_alta_efici%25C3%25AAncia&ei=JVSLVKfdIoqlNtnHgUA&usg=AFQjCNH_PqNShNn0mgfPo6-NTq8Ycz7JyQ&bvm=bv.81828268,d.eXY
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CAPITULO 7: SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

v Testar diferentes condi¢cdes operacionais de temperatura e pH;

v Quantificar o peroxido de hidrogénio produzido durante a reagdo enziméatica
da alcool-oxidase com o etanol com o objetivo de determinar com maior precisado o
teor da horseradish-peroxidase utilizada no biossensor;

v Investigar um procedimento de imobilizacdo mais eficaz que conserve a
fixacdo e a atividade das enzimas imobilizadas do biossensor por mais tempo;

v Aplicar o biossensor enzimatico em outras amostras reais, como bebidas,
esterilizantes, solventes, etc.;

v Desenvolver biossensores com fontes naturais das enzimas utilizadas neste
trabalho, como tecidos vegetais como fonte de enzimas peroxidases e leveduras

metilotréficas como fonte da enzima alcool-oxidase com o intuito de reduzir custos.
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