HoodvdLog

Universidade Estadual de Campinas
Instituto de Quimica

Desenvolvimento de um biossensor amperométrico

para oxalato

Aluna : Elizabeth Fatima Perez

Dissertacdo de Mestrado
apresentada a Comissio de
Pés —Graduaciao do Instituto
de Quimica da Unicamp
como requisito para a
obtencido do titulo de Mestre
em Quimica Analitica

Orientador : Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
Co-orientador : Prof. Dr. Graciliano de QOliveira Neto

————

SMicams '

cunTRy



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota pela orientagfo, pelos intmeros conselhos e
principa]mente.pela amizade nestes anos todos de convivio.

Ao Prof. Dr Graciliano de Oliveira Neto pela co-orientagdo, pelas dicas e pelas
diferentes estorias que descontraiam e ensinavam.

A Fundagdo de Amparo i Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo
financiamento deste trabalho e pela concessdo da bolsa de estudo.

A diregiio do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
pelas condigdes para a realizacio deste trabalho. «
Aos professores e funciondrios do Instituto de Quimica da Unicamp, pela ajuda tanto na
minha formagio académica como na realizagdo deste trabalho.

Aos meus companheiros de laboratério pela convivéncia: Antbnio (Jequié), Arnaldo,
‘Cleidiane, Eric, Helena, Jaqueline, Julio, Karin, Laércio, Lold, Marcelo, Miyuki, Nidi,
Paulo Augusto, Paulo Fidéncio, Percy, Regina, Rogério, Sérgio, Silvio, Tania, Tilio,
Valter, Vilarinho.

A Noemi por toda sua amizade e apoio nos mdmentos mais dificeis nestes anos de
convivéncia, que prova que a distincia ndo é desculpa para os amigos se afastarem.

As amigas Bete e Simone pela companhia didria nos almogos, pelas diversas
brincadeiras e conversas ¢, principalmente pela amizade.

A Christiane, Luciane, Pilar, Silvia, Eduardo, Guilherme, Ivanildo, Patricio pela amizade
e carinho.



Resumo

Titulo: " Desenvolvimento de um biossensor amperométrico para
oxalato”

Autora : Elizabeth Fatima Perez
Qrientador : Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
Co-orientador : Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto

Palavras-chave : eletrodo quimicamente modificado, biossensor, oxalato, oxalato oxidase.

Nesta dissertacdo empregou-se duas matrizes inorgﬁﬁicas: silica gel modificada com
oxido de titdnio (ST) e fosfato de zircdnio (FZ), sobre as quais foram imobilizados dois
mediadores, o azul de metileno (AM) e o azul de toluidina (AT). Estes materiais deram
origem a quatro eletrodos do tipo pasta de carbono, que foram caracterizados quanto a
resposta em diferentes eletrélitos, pH e estabilidade. Os eletrodos mostraram
comportamento diferentes nos eletrolitos suporte estudados. Ambas matrizes revelaram
caracter acido, deslocando o potencial médio para valores mais positivos, cerca de 250 mV
para STAT, 300 mV STAM, 550 mV FZAT e FZAM a pH 7. Além disso, o potencial
- médio desses corantes manteve-se independente do pH do meio, ao contrério do observado

para os mediadores em solugdo. Esse efeito foi menos pronunciado para a matriz ST, visto
que com ambos mediadores, o potencial nfo se mantém constante abaixo de pH 4. Os
eletrodos estudados foram estaveis quanto a ciclagem consecutiva.
Objetivando a determinagdio de oxalato utilizou-se o eletrodo com AT adsorvido
sobre a matriz ST e duas enzimas a oxalato oxidase, que catalisa a oxidacio do oxalato a
CO; e H;O,, e a Horseradish peroxidase que reduz o peréxido a dgua, amplificando o sinal.
O biossensor apresentou melhor resposta em tampdo succinato/ KCl pH 3,8, aplicando-se
um potencial de 100 mV vs ECS. A curva analitica obtida nestas condi¢des apresentou
uma faixa de resposta linear de 0,1 a 2 mmol L, cuja equagfio ajustada para esse intervalo



com n= 20, foi 1=0,33(10,04)+2,29(10,04)[oxalato], = 0,9978, sendo i em pA e [oxalato]
em mmol L™ . O biossensor foi estocado em geladeira apresentando um tempo de vida itil
de quatro dias. Na aplicagdo em amostras de espinafre obteve-se uma diferenca de 7 a 13%
em relagdo ao método da AOAC, no entanto o biossensor desenvolvido apresenta como

grande vantagem a diminuigdo em 3 dias do tempo de andlise sem geragdo de residuos

quimicos.
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In this work silica gel modified with titanium oxide (ST) and zirconium phosphate
(FZ) were used, on which two mediators methylene blue (AM) and toluidine blue (AT)
were immobilised. These materials originated four electrodes of the carbon paste type which
performances were studied at different electrolytes, pH and stability. The electrodes showed
different behaviours in the employed supporting electrolytes. Both matrices showed an acid
character shifting the midpoint potential toward more positive values about 250 mV for
STAT, 300 mV STAM, 550mV FZAT and FZAM at pH 7. Moreover, the midpoint
potential of these dyes was independent of the solution pH, differently when not
immobilised. A weaker effect for ST was observed once the midpoint potential did not keep
constant for pH below 4. The electrodes studied showed stability on the continuous cycling,
With the objective of determination of oxalate, it was used the electrode containing
AT adsorbed on ST and two enzymes: oxalate oxidase, which catalyses the oxidation from
oxalate to CO, and H,O, and horseradish peroxidase, which makes reduction from peroxide
to water, amplifying the signal The biosensor showed better response in succinate buffer/
KCl at pH 3.8, with an applied potential of -100 mV vs SCE. The analytic curve obtained in
these conditions showed linear response range between 0.1 and 2 mmol L, fit by the
_equation i%0.33 (£0.04) + 2.29 (10.04)[oxalate}, r= 0.9978 for n=20, where i is in pA and
[oxalate] is in mmol L™ . The biosensor was stored in a refrigerator and presented a useful
lifetime of four days. In the application of this biosensor for the determination of oxalate in



spinach samples, it was obtained a difference of 7 to 13% in comparison to the AOAC

method. The developed biosensor shows as a great advantage to decrease in the analysis

time of 3 days, without chemical residues generation.



Abreviaturas:

- igniﬁcado -
AM azul de metileno
AOAC Association of Official Analytical Chemist
AT azul de toluidina
E, potencial de pico anddico
E. potencial de pico catédico
Eapl potencial aplicado
EPC eletrodo de pasta de carbono
"EQM eletrodo quimicamente modificado
FZ fosfato de zircOnio
FZAM azul de metileno adsorvido em fosfato de zircénio
FZAT azul de toluidina adsorvido em fosfato de zirconio
GA glutaraldeido
GCDI grafite em p6 ativado com carbodiimida
GCP grafite com Horseradish peroxidase imobilizada via carbodiimida
HRP Horseradish peroxidase
ipa corrente de pico anddico
Ipc corrente de pico catédico
0XO oxalato oxidase
SCE eletrodo de referéncia de calomelano saturado
ST silica gel modificada com oxido de titdnio (silica titdnio)
STAM azul de metileno adsorvida em silica titdnio
STAT azul de toluidina adsorvida em silica titinio

oxalato oxidase imobilizada sobre STAT via glutaraideido



Sigla Significado
OXO: definida como quantidade de enzima necesséria para
unidades * formar 1pmol de H,O,/min
deenzima  HRP: definida como quantidade de enzima necesséria para
consumir 1umol de HO,/min frente ao pirogalol

v velocidade de varredura
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I.A- Eletrodos Quimicamente Modificados

Na década de 70 surgiu uma nova classe de eletrodos denominados eletrodos
quimicamente modificados (EQM). Esse termo foi primeiramente utilizado por
Murray et al.' para designar eletrodos que contivessem espécies quimicas ativas,
deliberadamente imobilizadas em suas superficies, com objetivo de controlar a
natureza da interface eletrodo/solugdo. Eles apresentavam novas caracteristicas e
propriedades que impulsionaram as técnicas eletroquimicas, permitindo o
desenvolvimento de sensores mais seletivos.

Os EQM's comegaram a ganhar destaque por possibilitarem a detecgéio de
substincias em regides mais amplas de potencial, nas quais os eletrodos de merciirio
ndo podiam ser empregados (regides positivas)®, além de permitirem a diminuig#o
do sobrepotencial, minimizando o nivel de interferentes nas analises* O -
desenvolvimento desses tipos de eletrodos pode conceder a substituigdo de técnicas
polarograficas, o que ¢ muito importante do ponto de vista ambiental dada a
toxicidade do mercirio. ,

Os primeiros EQM's estudados foram construidos a partir da modificagédo da
superficie de eletrodos tidos como inertes tais como ouro, platina, carbono, sobre os
quais foram depositados 6xidos e polimeros, que conferiam novas propriedades a
estes’. Essa modificagiio podia ser por adsorgdo, ligagdo covalente, recobrimento
com membranas permeaveis ou por formagdo de compositos®.
| No processo de modificagdo por formagdo de compésitos foram utilizadas
superficies de carbono em pd, originando os eletrodos de pasta de carbono
(EPC)*®. Eles sdo constituidos de hidrocarbonetos e grafite, podendo ter ou ndo
modificadores (matrizes ¢ mediadores). O primeiro tem como fungdo dar
consisténcia a pasta de carbono, geralmente sdo dleos nio condutores (nujol,
parafina, silicone). O grafite em pé utilizado deve apresentar tamanho de particula
inferior a 20 pum, para facilitar o ajuste da superficie, evitando a presenga de ruido
devido a alta rugosidade, além de permitir uma melhor preparagiio da pasta®.
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Os EPC's, em relagiio aos outros eletrodos, apresentam vantagens COIo,
baixa corrente de fundo, ampla faixa de potencial de trabalho, superficie facilmente
renovavel, além de permitirem a incorporagio de suportes ¢ mediadores que
aumentam a variedade de aplicagdes, superando problemas como, a baixa
reprodutibilidade ¢ baixa resisténcia a solventes orginicos, visto que os
hidrocarbonetos utilizados para dar consisténcia 4 pasta séo facilmente dissolvidos
em ambiente apolar, ocorrendo a destruicdo do eletrodo’.

LA.1- Matrizes :

A incorporagio de matrizes (ou suportes) na pasta amplia a variedade dos
EPC'’s, pois elas auxiliam a imobilizagdio de mediadores soliveis em meio aguoso
aumentando a estabilidade desses eletrodos, bem como suporte de imobilizagéo para
enzimas'®. Elas podem ser isolantes tais como, as silicas' ou zedlitas'?, ou

condutoras, como os fosfato de zircénio'® ou fosfato de titinio™®.
LA 1 1-Stlicas:

A silica gel caracteriza-se por um material poroso nfo cristalino, cuja
estrutura consiste em uma rede de grupos tetraédricos de [SiO4] sendo sua superficie
formada por dois tipos de grupos, os siloxanos (=Si-O-Si=) ¢ os silanéis (=8i-OH)™,
Os grupos silandis apresentam-se em diferentes formas na superficie da silica e de
acordo com a sua estrutura sio demominados de isolados, vicinais, silanodiol e
silanotriol como pode ser visto na Figura L1.

Esta matriz tem sido muito utilizada, pois oferece grandes vantagens frente a
outras, devido a alta resisténcia mecinica, quimica e térmica conferindo maior
robustez ao eletrodo, além da elevada area superficial permitindo que uma maior
quantidade de mediador seja incorporada sobre a superficie®.
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Figura L1- Superficie da silica gel, A-silanol isolado, B-siladiol, C- silanotriol, D-
vicinais

A silica gel tem despertado interesse devido a possibilidade de modifica¢io
da superficie através de inorgano ou organofuncionalizagio!”, ocorrendo o enxerto
de grupos inorgdnicos ou organicos, respectivamente, como a modificagio da silica
com éxido de zirconio '® e grupo imidazol'®, Nestas modificagdes os grupos silanéis
s80 0s sitios reativos, devido aos hidrogénios ionizaveis, que sfio substituidos pelos
grupos de interesse. Os grupos siloxanos geralmente ndo sofrem reagdo, pois séo
muito estdveis necessitando de uma grande energia de ativagiio para reagir™.

Essas modificagdes conferem novas caracteristicas a matriz, tais como: maior

‘acidez, sitios propicios para a adsorgfio de mediadores e propriedades de pré-
concentragio”. As matrizes modificadas influenciam no comportamento dos
mediadores nela adsorvidos atribuindo-os novas propriedades.

LA.12- Fosfatos:

O fosfato de zirconio™ tem despertado interesse ha mais de 20 anos, em parte
devido a sua forma cristalina apresentar grande capacidade de troca iénica, acidez e
condutividade®, ¢ também pelas imimeras formas de fases de cristalizago

conhecidas desse composto. O original bis-monohidrogenofosfato de zircomio é
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obtido como gel, cristais simples ou estagios intermediarios de cristalinidade, sendo
a capacidade trocadora de ions fungfio da estrutura e cristalidade™.

A forma cristalina, denominada de a-fosfato de zirconio, apresenta a férmula
estequiométrica Zr(HPO,4),H,O e é preparada pelo refluxo do gel do composto
(forma amorfa) com acido fosforico. O espectro de difragdo de raio-X revelou que o
composto possui estrutura lamelar, na qual o metal fica préximo ao plano fazendo
pontes com os oxigénios dos grupos fosfatos, localizados acima e abaixo do plano
do metal. Nessa estrutura, trés dos atomos de oxigénio do grupo fosfato estdio
ligados a trés diferentes atomos de zirconio, formando um tridngulo equilatero
distorcido. Os atomos de zircOnio estdo octaedricamente coordenados com o
oxigénio em um rearranjo hexagonal®* como pode ser visto na Figura 1.2 .

A capacidade de trocar ions, como dito anteriormente, depende fortemente da
maneira como o composto ¢ preparado, tanto na forma cristalina como na amorfa.
Os materiais amorfos sdo obtidos pela rapida adigdo de fons fosfato as solugdes de
sais de zirconio. Na sua sintese prefere-se o uso de acido fosférico concentrado para
evitar contaminacio de ions estranhos no meio do composto. O envelhecimento do

gel na agua mie de cristalizagdio aumenta a proporgo de ions fosfato no sélido®,

Figura 1.2- Estrutura do fosfato de zirconio.
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Essa propriedade trocadora idnica associada com a estrutura lamelar que o
fosfato de zirconio apresenta, permite que esse composto possua condutividade de
fons. Essa condutividade ocorre apenas no sentido das lamelas, assim o transporte
dos ions ¢ limitado pela presenga de 4gua e pelo impedimento estérico®™,

Embora as propriedades trocadoras ibnicas sejam mais acentuadas para a
forma cristalina do fosfato de zrcénio, a forma amorfa apresenta maior distincia
lamelar, além de possuir cavidades de diferentes tamanhos, permitindo a adsorgio
de mediadores no interior das camadas, sendo por isso também muito utilizada como
matriz de adsor¢8o para estudos eletroquimicos®.

LA.2-Mediadores:

Os mediadores sfio substincias adicionadas aos eletrodos quimicamente
modificados com a fungéo de mediar da transferéncia de elétrons em um processo de
6xido-redug@o®, Em varios casos, a transferéncia de elétrons em um processo redox
€ a etapa lenta da reagdio. O processo eletrocatalitico tem por objetivo reduzir a
energia de ativagdo da reagfio, no caso, a redugdo de energia ocorre pela diminuigéo
do sobrepotencial de resposta do anmalito®>. Neste tipo de processo o mediador
funciona como um eletrocatalisador interagindo com o analito, diminuindo assim o
potencial necessario para ocorrer a reagio de resposta do mesmo e
consequentemente o nivel de interferéncia na analises®’.

Além de serem eletrocatalisadores, os mediadores, em determinadas
condi¢bes, podem funcionar como regeneradores de enzimas G&xido-redutases
interagindo com o sitio ativo da mesma, permitindo uma resposta mais rapida®.

Os mediadores redox podem ser espécies orgdnicas, compostos
organometalicos € complexos inorginicos. Corantes organicos da classe das
fenazinas (safranina), fenoxiazinas®™ (azul de meldola, azul do Nilo) e fenotiazinas™
(azul de metileno, azul de toluidina) tém recebido especial atengio pela semelhanga
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de estrutura com as flavinas, Figura L3. Assim eles tém sido utilizados como
compostos modelos para estudos eletroquimicos dessas substéincias.

O C
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Figura L3-Estruturas dos medidores. A- azul de toluidina, B- azul de metileno,

C- flavinas.

(CH3)},N

O azul de metileno é muito utilizado como desinfetante, indicador de
oxidag#io-redugdo e como corante em bacteriologia®'.

Os EPC's, devido as vantagens e a grande versatilidade, como a inclusio de
matrizes, mediadores e enzimas, vém sendo muito aplicado no desenvolvimento de

sensores e biossensores’>>4.

1.B - Biossensores

O termo biossensor ¢ aplicado a sistemas que empregam como componente
de reconhecimento um composto bioldgico incorporado ao transdutor, sendo uma
das suas principais caracteristicas a seletividade, a qual provém da alta seletividade
do biorreconhecedor na interagdio com o analito™. Tais propriedades fazem com que

haja muitos estudos no sentido do desenvolvimento dos biossensores para o
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monitoramento em tempo real, que é de grande interesse econdmico, clinico e
ambiental. A sua aplicagio ¢ importante nas areas médica (analises clinicas),
farmacéutica ¢ industrial, pois permitem wma redugdo dos custos das analises e
diminuicdo de residuos gerados durante uma anilise. Os biossensores sdo
constituidos por um detector, um transdutor e um amplificador de sinal®*® Figura L4.

componente
biolégico

Figura L4- Desenho esquematico dos componentes de um biossensor.

O transdutor € o componente do biossensor que possui a fungdo de
transformar o sinal gerado no processo de reconhecimento (reagao quimica) em um
sinal mensurdvel. Eles sio classificados de acordo com o mecanismo de
transdugio®>": piezelérrico (alteragdo de massa), dptico (absorgdo, fluorescéncia,
reflectincia), eletroquimico (corrente, condutividade, potencial), calorimétrico
(calor), etc. Dependendo do tipo de transdutor utilizado no biossenso: serd
empregado um amplificador de sinal diferente.

Outro componente é o reconhecedor que € responsavel pela detecgio do
analito, no caso dos biossensores podem ser amticorpos (imunossensor), DNA,
enzimas entre outros™. Estes componentes devem estar imobilizados no transdutor,
sendo esta etapa realizada de diversas maneiras, tais como: oclusdo, ligac#io cruzada
ou covalente®, as quais serdio discutidas adiante. A possibilidade de reutilizar o
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componente biologico € que tem despertado o interesse no desenvolvimento desses
sensores, visto que este processo diminui o custo das analises.

O primeiro biossensor surgido na década de 60, desenvolvido por Updike e
Hichs®, utilizava a enzima glicose oxidase imobilizada em uma membrana de
acrilamida. A enzima no seu ciclo catalitico transformava a glicose em 4cido
glicnico e peroxido de hidrogénio com o consumo de oxigénio do meio. O sistema
de resposta quantificava a variagdo da concentragdo de oxigénio, que por sua vez era
proporcional a concentragdo de glicose. Estes biossensores nos quais a variagdo da
concentra¢do de um dos substratos da enzima ou dos produtos da rea¢do enzimatica
era detectada diretamente sobre um eletrodo sdo chamados de biossensores de
primeira geragdo”. Um esquema do mecanismo de detec¢do desses biossensores

pode ser visto na Figura LS.

eletrodo eletrodo

Substrato

A e B

Figura L5- Esquema do mecanismo de detecgdo de um biossensor de primeira

geragdo.A) sinal gerado pelo consumo do substrato, B) detecgdo do produto formado

Embora os biossensores de primeira geragdo apresentassem boas respostas,
no caso das desidrogenases em que a resposta ¢ em fungdo da redugdo ou oxidagdo
eletrocatalitica do NADH, o potencial aplicado era muito elevado, implicando em
um elevado niimero de interferentes. Uma alternativa para resolver esse problema,
da qual originou os biossensores de segunda geracdo, foi a imobiliza¢do conjunta de

mediadores redox e enzimas. Isto possibilitou, a regenera¢do da enzima ou a
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diminuigdo do potencial aplicado para detecg¢do dos produtos da rea¢do enzimatica,
minimizando os interferentes™. A resposta obtida é referente ao processo redox do
mediador, Figura L6.

Apesar da diminuicdo do naimero de interferentes com a adigdo de
mediadores, a interagdo enzima/mediador ndo € tdo simples, dependendo ainda, da
proximidade dos dois para que ocorra a transferéncia de elétrons”. Assim, a
oﬂentégﬁo durante o processo de imobilizagdo ¢ um passo fundamental na procura
por sistemas mais simples e eficientes para a construgdo dos biossensores de
segunda geragdo. Atualmente, tem-se buscado biossensores cuja resposta seja
referente a regeneragdo direta da enzima pelo eletrodo, sem a necessidade da
inclusdo de mediadores (terceira geragdo) **. A resposta assim obtida é em fungdo da

oxi-redu¢do da enzima na superficie do eletrodo, Figura L7.

Substrato
Substrato

g 3 Produto

Produto

eletrodo eletrodo

A B

Figura 1.6- Esquema do mecanismo de detecgdo de um biossensor de segunda

geragdo. A) regeneracdo da enzima pelo mediador, B) detecgdo de produtos

catalisado pelo mediador.
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Substrato

Produto

eletrodo

Figura L7- Esquema do mecanismo de detecgdo de um biossensor de terceira

geragao.

I-B.1-Métodos de imobilizacdao de enzimas:

A possibilidade de imobilizagdo de enzima é um dos principais pontos que
tornam a pesquisa com biossensores interessante, pois permite que a enzima seja
reutilizada em diversas analises, diminuindo o custo das mesmas.

Na construgdo dos biossensores a etapa mais critica é a da imobilizacdo da
enzima, ou do componente bioldgico, pois € dela que dependera o bom desempenho
e estabilidade do sensor. Além disso, a orientagdo do centro ativo da enzima deve
ser tal que permita a proximidade com o eletrodo (ou mediador) para que ocorra a
transferéncia de elétrons e a enzima seja regenerada. Nio existe um método ideal ou
procedimento geral para a imobilizagdo do componente bioldgico, porém a
diversidade dos métodos existentes permite a escolha de um que promovera uma
melhor imobilizagio ¢ menor perda de atividade enzimatica®™. Dentre os mais
importantes destacam-se: ligagdo cruzada covalente, oclusdo, adsorgio e

encapsulagdo’®*®, Figura L8
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* enzima
—— Agente imobilizante
———= Suporte

MM

Figura 1.8- Métodos de imobilizagdo de enzima, A- oclusdo, B- encapsulagio,

C- adsorgdo, D- ligagdo covalente, E- ligagdo cruzada™.

Quando a enzima esta em solugdo seu comportamento ¢ igual ao de qualquer
outro soluto, ha uma dispersdo na solugdo e os movimentos sio completamente
livres, ja imobilizada esses movimentos estdo mais restritos’

A escolha do material suporte deve levar em consideragdo o método de
imobilizagdo e a aplicagdo desse material. Algumas propriedades devem ser
observadas para a escolha da matriz, tais como, caracteristicas fisicas (area
superficial, ndo compressibilidade, resisténcia, forma e grau de porosidade),
quimicas (hidrofilicidade, caracteristica inerte, grupos funcionais passiveis de
modificagdo), estabilidade (mecanica e de estocagem), seguranga
(biocompatibilidade, toxicidade), aspectos econdmicos (custo-beneficio, impacto
ambiental, equipamentos e reagentes requeridos) e reagdo (limitagdes de

transferéncia de massa de substancia, cofatores e produtos)>*
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I.B.1.1-Adsorgdo:

A adsorgdo ¢ um método de imobilizagio que ocorre principalmente através
de interaces eletrostéticas tais como ligagdes de hidrogénio e idnicas, forgas de van
der Walls***® as quais sdo fracas, mas ocorrem em némero suficiente para que a
imobiliza¢io seja possivel.

A grande vantagem deste processo € que nio hi a necessidade de reagente
adicional, as vezes apenas ativagio do suporte, sendo por isso um dos métodos
menos destrutivos para a cadeia da proteina. Além disso, sdo rapidos, simples e
baratos e a sua reversibilidade permite a regeneracdo do sinal do biossensor
renovando-se a superficie adicionando-se mais enzima®,

Apesar dessas vantagens a estabilidade das enzimas adsorvidas nesse tipo de
imobilizagio ¢ muito baixa, pois as interagdes eletrostaticas sdo altamente afetadas
pelo pH ¢ forga i6nica do meio, temperatura ou mesmo pela presenge do substrato
da enzima. Outras desvantagens sdo, impedimento estérico do suporte, sobrecarga
de células ou moléculas de enzimas sobre o suporte o que pode levar a uma
diminui¢#o da atividade enzimatica™®.

1.B.1.2-Oclusdo™*~%:

Na oclusdo a imobilizagio da enzima ocorre duramte o processo de
reticulagio de um polimero, ela difere da adsorcfio e da ligagdo covalente porque a
enzima fica livre na solugdo, mas seus movimentos estdo limitados pela estrutura da
rede.

A rede polimérica forma espagos vazios dentro dos quais a enzima fica
alojada. Esse método possui dois grandes problemas, uma grande dificuldade de
transpérte do substrato e do produto, para dentro e para fora respectivamente, do
polimero, aumentando o tempo de resposta ¢ também uma perda continua de enzima
pelo poros do polimero.
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LB.1.3-Ligagdo cruzada ("cross—linking")_ss""a:

Neste método de imobilizagBio ocorre a ligagdo entre as moléculas de enzima
para formar uma émpla estrutura tridimensional. A ligagdo cruzada envolve a
formagdo de ligagio covalente entre enzimas pela utilizagdo de reagentes bi ou
multifuncionais tais como glutaraldeido. Entretanto a toxicidade desses feagentes éo
fator limitante para a aplicacio desse método em células vivas e virias enzimas.

Um dos reagentes mais utilizados neste processo de imobilizagio é o

glutaraldeido (GA), o qual pode imobilizar a enzima por duas formas, cujos
processos sdo dificeis de controlar e possiveis de ocorrerem concomitantemente:
1) formagéo de base de Schiff (C=N) entre os grupos lisina da enzima e os aldeidos
do GA. Em meio 4cido as bases de Schiff sdo instaveis e ocorre a regeneragdo dos
grupos aldeido e amina, assim o processo de ligagdo cruzada ocorre entre os grupos
amina da proteina ¢ aldeido do GA, como mostrado no esquema a seguir? Figura
L.9.

monomérica

Enz-NH2
o - Enz
~H,Q
HG oH 2 ud o N/ \N 0
H H

poliméxica

’ Enz-NH,
o o > Enz
~H 40 Q Q
HO ° oH 2 Ny 0 NE
H |
X
% Eé

Figura 1.9- Esquema da imobiliza¢do via ghutaraldeido.

-4

2) formagio de rede polimérica imobilizando a enzima por oclusdo. Neste caso
ocorre a polimerizagéo do GA e as moléculas da enzima ficam presas na rede, niio
havendo uma liga¢do quimica, mas sim fisica, entre enzima e GA, ficando a mesma

com os movimentos limitados®.
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L.B.1.4-Ligacdo covalente®®:

A imobilizagdo por ligagdo covalente ocome geralmente entre os grupos
funcionais presentes na superficie da matriz e os pertencentes aos residnos amino
acidos da superficie da enzima e que nfio séo essenciais para a atividade enzimatica.
Os grupos utilizados nessa ligagdo sdo, por exemplo, os 4cidos carboxilicos (acido
aspértico e glutémico), amino (lisina e arginina), hidroxila (serina ou treonina) e
mercaptana (cisteina).

Neste método dois passos estio envolvidos, o primeiro ¢ a ativagio do
suporte com o reagente especifico ¢ em segundo a adigio da enzima para a formagio
da ligag8o. Esse método ocorre em baixas temperaturas, baixa forga idnica e dentro
do pH fisiologico e se realizado na presenga do substrato pode proteger a atividade
enzimatica. A principal vantagem desse tipo de imobilizagio consiste na menor
probabilidade de ocorrer perda de enzima durante o sen uso.

E interessante ressaltar que na escolha do reagente de imobilizagio é
vantajoso saber qual o amino 4cido presente no centro ativo, para que o agente
imobilizante ndo reaja com ele, como por exemplo se o 4acido carboxilico for
essencial para a atividade enzimética necessita-se de um reagente que se ligue ao

grupo amino e assim por diante.
LB.1.5-Encapsulagdo™:

A enzima neste método fica envolvida por uma membrana semipermeével,
similarmente & oclusdo, as moléculas de enzima estdo livres na solugio porém
limitadas no espago. Vérios materiais, tais como a celulose, tem sido usados para
construir microcapsulas variando de difmetro. Este método apresenta como
princi;;al desvantagem problemas de difusdo de espécies envolvidas no processo,
assim um excesso de produto pode ficar retido dentro da cépsula resultando na
quebra da membrana.
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I.C - OXAIATO

O écido oxalico, Figura L10, é um analito de grande importincia em analises
clinicas, alimenticias® ¢ ambientais* , sua alta concentragéo na dieta do ser humano

pode causar varios problemas de satide.

- L—C
HO/ \OH.

Figura 1.10- Estrutura do dcido oxalico.

Nos vegetais e bactérias o oxalato funciona como um armazenador de célcio.
Quando a célula necessita de uma quantidade excedente de calcio, enzimas quebram
as moléculas de oxalato liberando o cation desejado™. Neste processo, a enzima
oxalato oxidase apresenta como produtos finais do seu ciclo catalitico o gés
carbonico e o peréxido de hidrogénio. Apesar do caracter maléfico que o peréxido
pode apresentar para o meio celular, devido a formagio de radicais livres, alguns
artigos reportam a importincia do mesmo no mecanismo de formag#io da parede
celular durante o processo de divisdo celular dos vegetais**. Dessa forma o oxalato
¢ muito importante no crescimento das plantas.

Nos humanos o oxalato é adquirido por duas fontes distintas, via ex6gena
através de alimentos ricos neste composto como € o caso do espinafre (vegetal que
possui maior teor), ruibarbo, cevada entre outros®, ou via endogena através do
metabolismo do 4cido ascérbico e glioxilato®,

Uma dieta didria rica em oxalato pode levar o individuo a apresentar um
quadro de osteoporose pela diminuigio da absorgdo de calcio pelo organismo,

devido a complexacdo do calcio da dieta com a precipitagio de oxalato de célcio
| (Kps= 2,3 10°) % no intestino, que consequentemente sera eliminado nas fezes®®, Por
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outro lado, se o oxalato for absorvido pelo organismo, podera ocorrer a precipitago
nos rins levando a formagdo de calculus renais™.

O calculus renal sdo formados também pela precipitagiio de acido trico e
amino #4cidos, principalmente cistina e glicina, sendo que o tratamento clinico
preventivo difere com o tipo, nesta a importincia da dosagem do oxalato na
urina®*. Um individuo do sexo masculino normal excreta de 20-40 mg diarias € do
sexo feminino 20-30 mg didrias, quantidades superiores a estas podem ser um
indicio de hiperoxalfria®,

O oxalato também tem sido associado a moﬁe de bebés prematuros, devido a
deposi¢io deste nos rins aumentando a incidéncia de doengas renais agudas, tais
como nefritis crénica do glomérulo, pielonefritis, necrosis tubular aguda. A principal
fonte do oxalato para os bebés sfio as solugdes nutritivas parenterais, que sio ricas
em acido ascérbico, que sofre oxidagdo, originando este composto™,

Do ponto de vista ambiental, o oxalato juntamente com outros acidos
organicos como acético e formico, sdio os sub-produtos finais no processo de
désinfecc&o por ozondlise para o tratamento de agua. Atualmente suspeita-se que
tais compostos sejam responsaveis pelo crescimento de bactérias no sistema de
distribuigdo de agua potavel, diminuindo a qualidade da mesma*.

Dessa maneira o oxalato ¢ um analito de grande interesse médico, ambiental e
industrial, por esses motivos o desenvolvimento de novas metodologias rapidas e

eficientes para a quantificagdo do oxalato faz-se necesséria.
I.C.1- Métodos de quantificacio de oxalato:

Alguns métodos (nfio-enzimaticos™ > e enziméaticos™ ') tém sido propostos
para a quantificagdo de oxalato, empregando diferentes técnicas tais como,
 eletroquimica®, espectrofotométrica®®, quimiluminescente®, fotoquimica® e
cromatografica®.



" Introdugdo 17

I.C.1.1-Métodos ndo engimdticos:

Nos métodos ndo enzimiticos descritos na literatura empregam-se COmpostos
que apresentam afinidade pelo oxalato, podendo catalisar a sua decomposigio a gis
carbdnico ou que na presenca dele ocorra a inibi¢do de uma Teacdo.

Egashira et al. ® desenvolveram um método de detecio de oxalato
empregando um complexo de ruténio, o qual catalisa a decomposig¢io do oxalato a
gas carbdnico. Na construgdo desse sensor para oxalato, o complexo de ruténio é
imobilizado em uma membrana de Nafion®, a qual ¢ colocada sobre a superficie de
um eletrodo de platina. Este eletrodo modificado foi acoplado a um sensor para CO,,
cuja resposta serd proporcional ao oxalato na solugdo. Para qué OCoITesse a reagdo
entre o complexo e o oxalato foi necessario a aplicagéo de 0,95 V vs Ag/AgCl, o que
propiciou a resposta de muitos interferentes, tais como 4cido trico, oxalacético entre
outros.

Um outro método descrito na literatura consiste no emprego de Rodamina B,
que possui propriedades fluorescentes e tém sido usadas em titulagles
argentométricas e em determinagdes de metais por espectrofluorimetria. Uma outra
propriedade ¢ a perda de fluorescéncia e da cor em solugdes acidas na presenca de
potéssio, a qual € acelerada na presenga de oxalato. Em vista dessas caracteristicas
Pérez-Ruiz et al® desenvolveram um método por anslise em injegdo em fhuxo
(FIA) para a quantificagio do oxalato, sendo a diminuigdo da fluorescéncia fungédo
da quantidade deste no meio.

Na anélise de vegetais o método recomendado pela AOAC (Association
Official of Analytical Chemistry) inclui vérias etapas de precipitacdo de proteinas do
vegetal, apds as quais o oxalato € precipitado na forma de sais de cilcio. A dosagem
¢ feita por titulagio permanganométrica™. A principal desvantagem desse método &
© tempo gasto com o preparo da amostra, visto a necessidade da precipitagdo do

oxalato puro para a titulagéo.
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I.C.1.2-Métodos engimdticos: |

Na determinacio de oxalato através do método enzimético, podem ser
empregadas duas enzimas: oxalato oxidase e oxalato descarboxilase. Essas duas séo
encontradas em vegetais (banana, beterraba, etc.) ¢ bactérias (Oxalobacter
formigenes, Pseudomonas oxaloticus)” ¢ diferem pelo mecanismo de metabolismo

do oxalato, as reagbes podem ser visualizadas no Esquema 1.

HOOCCOOH + Q, Zelseaidsx., 5 (), + H,0, (a)
HOOCCOOH - Suisedescaboriese., vy, + HCOOH (b)

Esquema 1- Ciclo catalitico das enzimas naturais para degradacio de oxalato, a-
oxalato oxidase, b- oxalato descarboxilase.

O método mais utilizado na quantificagio do oxalato emprega kits
enzimaticos, cuja concentragiio € referente ao desenvolvimento de coloragio, a qual
€ medida espectrofotometricamente (A=590 nm). O grande problema desse tipo de
analise ¢ que em cada experimento € necessério utilizar uma quantidade de enzima
nio recuperédvel, encarecendo as andlises™.

Atalmente a possibilidade de imobilizagdo das enzimas em diferentes
suportes, tem permitido a sua reutilizagio ¢ consequentemente a diminuigdo dos
custos ¢ garantindo a seletividade®.

Os métodos descritos na literatura empregando enzimas utilizam os produtos
da reagdo enzimatica (CO; e H,0;) para quantificagdo do oxalato, ou monitoram o
consumo de oxigénio do meio. Os biossensores assim confeccionados pertencem a
1 geragao.

'.Reddy et al.” descreveram em seu trabalho a construgiio de biossensor
amperométrico com oxalato oxidase imobilizada entre duas membranas poliménicas
semipermeaveis a peréxido de hidrogénio e oxalato. O processo de detecgdo €
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simples: o oxalato da solug&o passa através da primeira membrana entra em contato
com a enzima produzindo peréxido, o qual atravessa a segunda membrana, sofrendo
oxidagdo na superficie de um eletrodo de platina polarizado a 650 mV vs Ag/AgCl
Apesar desse biossensor nfio apresentar interferéncia de ascorbato, uma vez que o
mesmo ndo passa através da membrana, o potencial aplicado é muito elevado
podendo apresentar resposta de outros componentes, permeaveis a membrana.

Um outro exemplo de biossensor para oxalato cuja detecgio faz-se por
peroxido ¢ descrito por Pundir et al.”™ Neste trabalho a oxalato oxidase &
imobilizada, utilizando glutaraldeido, sobre a superficie de pérolas de vidro
(suporte). Em outra porgio desse suporte foi imobilizada a enzima Horseradish
peroxidase. A detecgdo do oxalato ocorre pela formagdo inicial de peréxido pela
agdo da oxidase, em seguida este é reduzido pela enzima peroxidase a qual é
regenerada pelo 4-aminofenazona e fenol. Esta reagdo promove o desenvolvimento
de coloragdo que sera medida espectrofotometricamente (A=520 nm).

Além do per6xido de hidrogénio o gis carbbnico é um dos produtos da reago
enzimatica da oxalato oxidase, sendo por isso passivel de quantificagio para a
determinag@o de oxalato. Pode-se utilizar um sensor de CO, para sua detecgéio ou
pode-se fazer uso do equilibrio acido-base em solugdo. Este ultimo método foi usado
por Fernandes ez al.*' no qual o CO, gerado permitia a alteragio da cor indicador
Bromocresol, determinada espectrofotometricamente (A=540 nm).

Fernandes et al.™ desenvolveram um reator contendo sementes Sorghum,
vegetal rico em oxalato oxidase, para a detecgfio de oxalato sem o tratamento prévio
de amostras. Neste caso, utilizou-se um sensor potenciométrico para CO,, este era o
produto da reagdio enzimitica e o sinal obtido era proporcional ao oxalato da
solugdo.

~As enzimas mais empregadas nos métodos enzimaticos sio a oxalato oxidase
¢ Horseradish peroxidase, sendo também utilizadas neste trabalho. Dessa maneira a
seguir dar-se-4 algumas caracteristicas delas.
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I.D-Enzimas:
I.D.1-Oxalato oxidase:

A oxalato oxidase’®"® (sinénimos: aero-oxalato desidrogenase, acido oxélico
oxidase)™ possui como codigo da Enzyme Commition E.C. 1.2.3.4, segundo este, o
primeiro nimero refere-se a classe a qual a enzima pertence, o 1 ¢ utilizado para
| enzimas da classe das oxi-redutases, o segundo nimero mostra o grupo de agdo
catalitica, no caso o 2 significa agdo sobre o grupo carboxilico, o 3 mostra que o
aceptor final de elétrons é o O,, portanto € uma oxidase ¢ 0 4 é o ntimero da enzima
oxalato oxidase. Esta pode apresentar diferentes sitios ativos dependendo da fonte da
qual ¢ extraida, pode ser uma metaloproteina quando extraida por exemplo da
Pseudomonas sp, ou flavoproteina se sua origem for musgo ou metalo-flavoproteina
T. controversa®. ,

Neste trabalho a oxalato oxidase utilizada € extraida de germes de cevada
(Barley seedling). Um trabalho recentemente publicado revelou que esta enzima, ao
contrario da maioria das oxidases, possui o metal manganés em quantidade superior
ao cobre na sua composigdo, sendo a cinética enzimética alterada pela adigdo do
mesmo® . Este fato sugere que no sitio ativo da enzima o Mn esth presente
participando da reagdo. A OXO foi caracterizada como um homopentamero de M=
125.000, contendo cinco grupos lisinas ¢ um carboxilico essenciais para a atividade
enzimatica®.

1.D.2-Horseradish peroxidase:

~ Peroxidases sdio enzimas que catalisam a oxidagdo de compostos orginicos e
inorgénicos pelo peréxido de hidrogénio. Existem diversas fontes de peroxidases
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tanto vegetal como animal. O centro ativo da mesma quando extraida de plantas é
composto pelo grupo heme (ferriprotoporfirina IX) %,

A Horseradish peroxidase (E.C. 1.11.1.7) é também uma enzima da classe das
oxi-redutases, subclasse peroxidase. Ao contrario da oxalato oxidase, sua
composi¢io esta bem esclarecida. Apresenta uma boa estabilidade mesmo a
elevadas temperaturas.

O ciclo catalitico da HRP**®¢ ¢ muito complexo ocorrendo em diferentes
‘etapas como pode ser visto no Esquema 2. Na presenga de perdxido h4 a formacéo
de um composto que foi denominado HRP-I. Este tltimo forma a HRP-II na
presenga de um substrato redutor (AH;) e regenerada a forma fundamental na
presenca de mais substrato redutor.

HRP + H,0,—> HRP-I

HRP-I + AH,— HRP-II + AHe

HRP-1I + AH,— HRP + AHe
Esquema 2- Ciclo catalitico da peroxidase na presenga de peréxido de hidrogénio e
agente redutor (AH,). '

OBJETIVOS

O trabalho tem por objetivos a sintese de matrizes inorginicas que permitem
a imobilizacdo de mediadores redox em sua superficie; estudos das propriedades de
transferéncia eletronica dos mediadores na superficie do eletrodo. Todas essas
etapas visando a imobilizacdo da enzima oxalato oxidase para a construgdo de um
biossensor amperométrico para oxalato, o qual sera avaliado quanto a estabilidade,
sensibilidade e seletividade e amostras reais.
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Materiais

" Acido acético
Acido ascorbico
Acido citrico
Acido cloridrico
Acido fosforico

Acido succinico

Alcool octandlico
Azul de metileno
Azul de toluidina
Cloreto de calcio
Glutaraldeido 50% (m/V)
Grafite em p6 99,9%
Hidréxido de aménio
Horseradish peroxidase (E.C. 1.11.1.7) 290 U/mg
Oleo mineral
Oxalato oxidase (E.C. 1.2.3.4.) 0,71 U/mg broto de cevada
Oxalato de célcio
Oxalato de sédio
Oxicloreto de zircdnio
Peréxido de hidrogénio
Silica gel 100-200 mesh, 150 A
Tetracloreto de carbono 99,8%
Tetracloreto de titdnio 99,9%
Tungstato de sédio

1-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil)-carbodiimida m-p toluenossulfonato

BDH
Nuclear
Sigma (P-8375)

Schering
Sigma (0-4127)

Vetec
Merck (1.06.557)
Fluka
Merck
Aldrich (23.682)
Merck

Aldrich (25.431.2)

Merck
Sigma (C-1011)
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Métodos |
II.1-Sintese das Matrizes

Neste trabalho foram utilizadas duas matrizes diferentes, ST e FZ, que
conferiram propriedades diferentes aos mediadores estudados e cuja sintese e

caracterizagdo sdo apresentadas a seguir.
IL1.1- Matriz fosfato de zircénio (FZ)*':

O fosfato de zirconio foi preparado pela lenta adigio de 50 mL de uma
~ solugdio 0,2 mol L de 4cido fosférico & 50 mL de uma solugio 0,1 mol L de
- oxicloreto de zircdnio, ambas em 4cido cloridrico 0,1 mol L™, com répida agitagdo.
O precipitado gelatinoso formado, foi lavado por decantagdo com 4gua destilada até
pH = 34, filtrado em papel quantitativo e seco a temperatura ambiente por uma
semana,

IL 1.2- Matriz sflica titénio (ST)*:

A silica gel quimicamente modificada com 6xido de titdnio foi preparada a
partir da mistura de 40 g de silica gel, ativada por seis horas & 100 °C, 10 mL de
tetracloreto de titdnio em 200 mL de tetracloreto de carbono e deixados em refluxo a
80 °C por sete horas. A seguir a silica foi filtrada, lavada com CCl, e seca a vicuo.
O material seco foi entéio hidrolizado por imersdo em 4gua deionizada e lavada até
- teste negativo para cloreto.
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- IL1.2.1- Caracterizagdo da matriz ST :

O teor de 6xido de titdnio enxertado na superficie da silica foi determinado
por Fluorescéncia de Raios-X, empregando o aparetho Spectrace 5000, através de
uma curva de calibragdio contendo misturas de silica gel e 6xado de titinio (2%, 4%,
6%, 8% e 10%). Os ‘espectros foram obtidos com filtro de aluminio, em atmosfera
de ar, sendo necessério aplicar uma corrente de 0,08 mA, 20 kV de voltagem, 6 s de
pré-aquecimento, as medidas foram obtidas apés 60 s de irradiagdo na faixa de 0 4
20 keV.

Os padrdes utilizados para a comstrugdo da curva de calibragio foram
preparados a partir da mistura da silica gel com éxido de titanio. Apéds a
homogeneizagdo da solugdo sélida, a mesma foi peneirada de forma que todas as
amostras tivessem a mesma granulometria. A peneiragem é necessaria uma vez que
nessa técnica de fluorescéncia de raio-X este é um fator importante e uma fonte de
€rTo.

A area superficial do material foi obtida através da anilise de multipontos
BET (Brunauer, Emmet, Teller) em um aparelho Micrometrics Instrument
Corporation (Modelo FlowSorb II 2300), utilizando-se o nitrogénio como adsorbato.

11.2-Obtencdo do material para confeccéio do eletrodo

O material sintetizado para a construgdo dos transdutores é constituido dos
mediadores azul metileno (AM) ou azul de toluidina (AT) adsorvido sobre uma das
matrizes FZ ou 'ST. Assim obteve-se quatro materiais: azul de toluidina adsorvido
em fosfato de zirconio(FZAT), azul de metileno adsorvido em Josfato de zirconio
(FZAM), azul de toluidina adsorvido em silica titdnio (STAT) e azul de metileno

adsorvido em silica titdnio (STAT), os quais foram posteriormente caracterizados.
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IL.2.1- Adsorcdo dos mediadores nas matrizes:

As condigBes de adsorgdo dos mediadores estudados (AM e AT) nas
respectivas matrizes pode ser visualizada na Tabela IL1, em todos os experimentos
utilizou-se 100 mg de matriz e 25 mL de solugio de mediador. Para a matriz ST foi
necessaria uma concentragio dez vezes maior do que aquela utilizada para a FZ,
pois na primeira condigfio ndo ocorria adsorgiio para essa matriz. O material obtido

foi lavado com agua destilada e deixado secar por um dia a temperatura ambiente.

Tabela I1.1- Condig¢des de adsorgido dos mediadores nas matrizes.

Matriz [Mediador] /mol L' t/h
[AT] 110 17

FZ .
[AM] 1 10° 17
[AT] 110 17

ST “
[AM] 110 1

I1.2.2- Caracterizacdo do material adsorvido:

Os materiais preparados de acordo com o procedimento acima foram
analisados para determinar-se o teor de mediador adsorvido nas matrizes (FZ e ST),
~ para isso utilizou-se a técnica de analise elementar ¢ os resultados foram obtidos em
triplicata em um Analisador Elementar CHSN Perkin-Elmer (Modelo 2400).

I1.3-Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato PGSTAT
20 Autolab Eco Chemie, utilizando-se uma célula eletroquimica de trés eletrodos,
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Figura 1.1, sendo o eletrodo de referéncia o de calomelano saturado (SCE), o
auxiliar um eletrodo espiral de platina e o de trabalho o de pasta de carbono
modificada. Todas as solugdes foram desoxigenadas com argdnio antes das

medidas.

Figura IL1- Esquema da cela eletroquimica utilizada nas medidas. | ¢ 2)
borbulhador de géas argbnio, 3) entrada eletrodo de referéncia SCE, 4) entrada
eletrodo de trabalho, 5) entrada eletrodo auxiliar e 6) local de injegdo da amostra.

IL.3.1-Preparacdo do eletrodo de pasta de carbono modificado:

A pasta de carbono do eletrodo de trabalho foi preparada a partir da mistura
do grafite e a matriz contendo o mediador, sendo utilizado gotas de 6leo mineral
(nujol) como aglutinante. As quantidades de matriz adsorvida com mediador e de
grafite, bem como o preparo da pasta, foram otimizadas de forma que o eletrodo
produzisse uma boa resposta. Assim, quando utilizada a matriz FZ necessitou-se de
uma concentragio de 75% (m/m) de grafite na pasta com ambos mediadores
estudados (AT e AM). Para uma melhor resposta do eletrodo foi necessdria a
constru¢do do eletrodo segundo a Figura II.2, na qual pode-se verificar que
primeiro h4 uma pequena camada de pasta de carbono, seguida de outra contendo o

material adsorvido e a pasta de carbono.
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Na preparacdo da pasta com a ST, a matriz foi incorporada distribuida no
interior de toda a pasta do eletrodo, sendo utilizado 75% (m/m) de grafite para

STAT e 70% de grafite para STAM. Esse tipo de preparagio do eletrodo é
operacionalmente mais facil.

Figura IL.2- Esquema do eletrodo de trabalho. No destaque pode-se ver como a
cavidade do eletrodo foi preenchida, A) pasta de grafite, B) pasta de grafite + FZAM
( ou FZAT), C) a cavidade foi totalmente preenchida por pasta de grafite + STAT
(ou STAM).

Caracterizagéo e]etroqur’mica do transdutor

11.3.2- Estudo da influéncia do eletrdlito suporte:

Os ions em solugiio podem afetar o desempenho do eletrodo, isto porque a
difusdo de cations e 4nions no meio depende do raio de hidratagio e da mobilidade
desses ions. Além disso, eles podem interagir com os mediadores adsorvidos ou com
a matnz alterando a resposta de corrente e potencial. Estudou-se esse efeito com os
dnions (CI, NOj, Ac’, ClO, e SO,2), e os cations (Na* , K*, NH," e Ca®) em
diferentes velocidades de varredura (5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 mV s™). O contra-
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ion dos cations escolhido foi o cloreto para ambas matrizes, e dos anions, o potéssio
para FZ e s6dio para ST. A concentracio de todas as solugdes foi 0,5 mol L™ , sendo
o pH ajustado com os 4cidos e bases dos respectivos contra-fons, utilizando-se pH 7
para matriz FZ e pH 4 para ST, com o auxilio de um potenciémetro Corning 350.

11.3.3-Estabilidade do eletrodo:

Os mediadores adsorvidos podem apresentar fraca ou forte afinidade com a
matriz suporte, conferindo ao eletrodo uma menor ou maior estabilidade aos
eletrodos. A estabilidade do eletrodo foi verificada em todos eletrélitos suportes

estudados através de ciclagem consecutivas (30 ciclos) na velocidade de varredura
de 10mV s

11.3.4-Efeito do pH do meio:

No estudo do efeito do pH na resposta do eletrodo escolheu-se o eletrélito
suporte com melhor sinal e por isso preparou-se solugdes de cloreto de potassio 0,5
mol L de pH 2,0 4 7,0 . As medidas foram realizadas & 10 mV s utilizando-se o
mesmo eletrodo. O pH foi ajustado com os 4cidos e bases dos respectivos contra-

ions, com o auxilio de um potenciémetro Coming 350.

11.3.5-Efeito da concentracdo do eletrdlito suporte:

A concentragdo do eletrolito suporte pode influenciar na resposta de corrente
do eletrodo, assim o seu efeito foi estudado em trés niveis diferentes: 0,1, 0,5, 0,75
mol L™ de cloreto de potassio pH 7 para a matriz FZ e pH 4 para ST. A resposta foi
avaliada com o mesmo eletrodo e nas diferentes velocidades de varreduras citada no
item I1.3.2. |



_Parte Experimental : 30

I1.4-Construcao e avaliacdo do biossensor

para oxalato

O biossensor desenvolvido neste trabalho foi construido a partir da
imobiliza¢do de duas enzimas, a oxalato oxidase e a Horseradish peroxidase, para
cada uma utilizou-se um método diferente de imobilizagdo, devido as caracteristicas
das mesmas. A primeira, a oxalato oxidase, ndo forneceu um sinal de corrente
satisfatdrio para a quantificacdo de oxalato, assim foi necessdrio a utilizagdo de

uma segunda enzima, a peroxidase, para amplificar o sinal gerado.
~ IL4.1-Escolha do transdutor para a construgdo do biossensor:

Os mediadores utilizados neste trabalho possuem a propriedade de
eletrocatalisar a redugdo de peréxido de hidrogénio, escolheu-se este método de
déteccio para a quantificagdio de oxalato. Assim, para dar continuidade ao trabalho
optou-se¢ pelo transdutor que apresentasse melhor resposta para a detecgdo de
peroxido. A eletrorredugdo de perdxido foi avaliada com os quatro eletrodos
caracterizados anteriormente (FZAT, FZAM, STAT, STAM), os quais foram
confeccionados nas condigbes pré-determinadas descritas no item I3.1. Na
eletrocatilise foram utilizados dois tampdes citrato 0,1 mol L/ 0,4 mol L KCl
' pH=3,8 e succinato 0,1 mol L/ 0,4 mol L KCl pH=3,8. Foram feitas adi¢des
consecutivas de uma solugdo de peréxido 0,1 mol L utilizando-se a técnica de
voltametria de varredura linear.
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IL.4.2- Imobilizacdo da enzima oxalato oxidase (OXO) por ligacdo

cruzada:

A oxalato oxidase foi imobilizada na superficie da matriz ST contendo azul
de toluidina adsorvido através do reagente bi-funcional glutaraldeido. Para isso
misturou-se 1 mg (0,71U) de OXO dissolvido em 60 pL de solugdo tampdo
succinato 0,1 mol L™/ 0,4 mol L' KCl pH=3,8, 10 mg de STAT e 3 pL de uma
solugdo 2,5% de glutaraldeido. O material foi seco 4 temperatura ambiente por 3
horas e foi denominado STTO. A imobiliza¢io dessa enzima foi também realizada
com solugéio tampdo citrato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L' KC1 pH=3,8.

11.4.3- Imobilizacdo da enzima Horseradish peroxidase (HRP) pelo
método de ligacdo covalente:

I1.4.3.1- Ativacio do grafite com carbodiimida®;

Antes da imobilizagfio da enzima peroxidase sobre o grafite & necessario a sua
ativagdo com a carbodiimida. O procedimento utilizado foi o descrito por Gorton et
al® O grafite foi ativado pela adsorgio de 2,1 mg de I-ciclohexil-3-(2-
morfolinoetil)-carbodiimida-m-p-toluenossulfonato dissolvido em solugdo tampio
acetato 0,05 mol L™ pH=4,8 em 100 mg de grafite. A mistura foi deixada reagir por
2 horas a 25°C. Apés esse tempo filtrou-se 4 vacuo lavando-se cuidadosamente com
dgua deionizada, o material resultante (GCDI) foi seco & vacuo por 2,5 horas. Este

material foi estocado a seco em geladeira e pode ser utilizado por um més.
11.4.3.2- Imobilizacdo da enzima Horseradish peroxidase :

Na imobilizacdo da enzima HRP misturou-se 0,2 mg (60 U) da mesma
dissolvidos em 120 uL de solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L pH=6,3, a 25
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mg de GCDI e deixou-se reagindo na geladeira por 16 horas. Decorrido esse tempo
o grafite com a HRP imobilizada (GCP) foi seco a vacuo por 4,5 horas.

11.4.4- Construcdo do biossensor:

O biossensor foi construido a partir da mistura dos materiais GCP (25 mg) e
STTO (11 mg) obtidos como descrito anteriormente, para dar consisténcia a pasta
utilizou-se gotas de nujol. O biossensor assim confeccionado foi testado nos
tampdes citrato € succinato, nas mesmas condi¢des 0,1 mol L/ 0,4 mol L de KCl
pH 3,8, a fim de se determinar em qual solugdo seriam feitas as medidas

subsequentes,
I1.4.4.1- Determinagdo do melhor pH para resposta enzimdtica:

A atividade enzimatica pode variar de acordo com o pH da solug@o tampio.
Assim, o biossensor foi avaliado em seis diferentes valores de pH da solugdo tampéo
succinato 2,9; 3,3; 3,8; 4,3; 4,8, para identificar no qual o sistema apresentava o
maximo de resposta. Para isso, utilizou-se a técnmica de cronoamperometria
aplicando-se um potencial de -100 mV vs SCE e fazendo-se adi¢des consecutivas de
100 umol L™ de oxalato de sédio.

11.4.4.2- Escolha do potencial aplicado:

O potenéial de maxima resposta do biossensor foi determinado em solugdo
tampdo succinato 0,1 mol L/ 0.4 mol L KCl pH 3,8, utilizando-se a técnica de
cronoémperometria, fazendo-se adigdes consecutivas de 100 umol L™ de oxalato de

sddio aplicando-se diferentes potenciais (-50, -75, -100 e -150 mV vs SCE).
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11.4.4.3- Curva analftica:

Otimizadas as condigSes de resposta do biossensor obteve-se a curva analitica
do biossensor por cronoamperometria aplicando-se um potencial de -100 mV vs
SCE em solugio tampéo succinato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L KCI pH 3,8.

11.4.4.4- Tempo de vida do biossensor:

O tempo de vida do biossensor foi determinado pela sua estocagem em
solugdo solugdo tampdo succinato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L™ KCI pH 3,8 em geladeira.
A sua resposta foi avaliada em dias sucessivos fazendo-se curvas analiticas. A

estocagem do biossensor a seco, mesmo na geladeira, promovia a perda da atividade
da enzima.

I1.4.4.5- Estudo de interferentes:

Um dos grandes problemas em quimica analitica, sdo os interferentes que
podem atuar tanto sobre a enzima quanto sobre o sistema de detecgdio. Um dos
maiores interferentes para a oxalato oxidase é o 4cido ascorbico. A sua aciio na
resposta do biossensor foi avaliada fazendo-se adi¢des consecutivas de uma mistura
1:1 de oxalato e acido ascorbico, através da técnica de cronoamperometria
aplicando-se -100 mV vs SCE.

11.4.4.6- Aplicagdo do biossensor em amostras:

O biossensor foi utilizado na determinagfio de oxalato em espinafre, seguindo
o procedimento da AOAC Official Method 974.24 para acido oxalico em vegetais™.
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Neste procedimento as folhas de espinafre sdio pesadas e trituradas em um
liquidificador com 100 mL de 4gua durante 15 minutos. Deste extrato bruto retira-se
uma massa de 35 g e adiciona-se 4gua até um peso total de 300 g e, a seguir,
mistura-se 55 mL de HCI 6 mol L e duas gotas de 4lcool octanélico. Essa mistura &
fervida por 15 minutos e depois de resfriada é transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 500 mL. Depois de completado o volume deixa-se em repouso
por uma noite. A mistura ¢ filtrada através de papel quantitativo desprezando-se os
100 mL iniciais, originando o extrato I. A 25 mL do extrato I sdo adicionados 5 mL
de uma solugdo de 4cido tungstofosférico (preparada pela mistura de 2,5 g de
Na,WO,H;0 ¢ 4 mL de H;PO, 1,2 mol L diluido 4 100 mL) e deixados em
repouso por no minimo 5 horas. Decorrido esse tempo, ele ¢ filtrado, ¢ retira-se uma
aliquota de 20 mL acertando o pH entre 4 e 4,5 com NH,OH concentrado. A esta
solugdo adiciona-se 5 mL de solugdo tamp#o acetato pH 4,5 contendo 0,45 mol L™
de CaCl, deixando-se precipitar por uma noite. No dia seguinte o precipitado é
centrifugado a 1700 rpm ¢ lavado com uma solugio 0,9 mol L de 4cido acético
saturado com CaCl,. Finalmente o precipitado é dissolvido em 5 ml de H,SO, (1:1)
e titulado com uma solugéio padrio de KMnO, 0,02 mol L™.

Para a determinagdo com o biossensor, fez-se a curva de calibragdo € a seguir
utilizou-se aliquotas dos extratos I.
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III.A-Caracterizacao do material

II1.A. I- Caracteriza¢do da matriz silica titdnio (ST):

A sintese da silica titdnio segundo o método descrito por Kubota er al.%® ¢
realizada em dois passos, o primeiro consiste no enxerto do tetracloreto de titinio na
superficie da silica, seguido da hidrélise originando o 6xido de titdnio como pode ser

visto na reagdo abaixo®™, o qual sera responsavel pela adsor¢do do mediador:

n(=SiOH) + TiCl; — (=S8i0),TiCl,, + nHCI
(=8i0),TiCly., + (4-n)H,0 — (=Si0),Ti(OH),., + (4-n)HCI

O teor de titdnio enxertado na superficie da silica foi obtido através de
medidas de Fluorescéncia de Raios-X, utilizando-se a banda K, da emissdo de
titanio (Figura I1I.1) uma vez que a mesma além de mais intensa sofre menos

influéncia de outros elementos. O teor de titdnio obtido foi de 0,7 mmol g de silica.
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Figura IIL.1- Espectros de Fluorescéncia de Raio-X para misturas de silica gel e

oxido de titanio, obtidos no espectrometro Spectrace 5000.



Re.s:ultados e Discussdo 37

Outro pardmetro medido para a matriz ST foi a é4rea superficial, a qual
representa o espago disponivel para a adsorgdo de novas espécies na'superﬁ'cie da
‘matriz. Através do método de multipontos BET obteve-se uma 4rea de 353 m g de
silica modificada. Este método baseia-se na proporcionalidade entre a quantidade de

nitrogénio adsorvido na superficie ¢ a 4rea superficial do material.
I A.2- Caracterizacdo dos mediadores adsorvidos nas matrizes:

Neste trabalho foram estudados dois mediédores, azul de metileno (AM) e
azul de toluidina (AT), Figura L3, adsorvidos nas matrizes silica titdnio (ST) e
fosfato de zircénio (FZ). O teor de corante adsorvido na matriz foi obtido por analise
elementar ¢ a Tabela III.1 mostra uma maior afinidade da matriz FZ pelos
mediadores utilizados, uma vez que para adsor¢8o em ST foi necesséria uma solugéo
dos mediadores de concentragdo dez vezes superior do que a utilizada com o FZ,

pois caso contrario ndo ocorria a imobiliza¢do do mesmo.

Tabela I11.1- Resultados obtidos para a dosagem dos mediadores adsorvidos nas

duas matnizes.

Material % N teor de corante (umol g de matriz)
FZAM 0,46+0,03 109
FZAT  0,150+0,007 35
STAM 0,15+0,02 36
STAT . 0,13+0,01 30

III.B-Caracterizacdo eletroquimica dos
transdutores

I11.B. 1- Efeito dos dnions e cdtions do eletrélito suporte:

O eletrélito suporte € responsavel pelo balanceamento de cargas na superficie

do eletrodo oferecendo mudangas no comportamento redox da espécie
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eletroquimica, essas mudangas podem ser tanto no potencial de resposta quanto na
corrente observada e séio resultado de uma melhor ou pior interagio com a matriz
(ou mediador) ¢ da difusfo dos ions na solugéio. Dessa maneira estuda-se ions de
diferentes raios de hidratagio e carga, de forma a permitir avaliar 0 comportamento
redox dos mediadores adsorvidos.

A matriz confere novas propriedades ao mediador adsorvido, e, dependo da
sua acidez, pode deslocar o potencial para valores mais positivos, conferindo ao
mediador novas propriedades.

Através dos potenciais médios, E,, (E,=(E,*E.)/2) obtidos nas mesmas
condi¢des para as duas matrizes, Tabela IIL2, nota-se que a matriz FZ possibilita
um deslocamento de potencial para valores mais positivos do que a ST. Isto mostra
que a primeira possui um cariter mais Acido, interagindo fortemente com o
mediador, estabilizando a forma reduzida do mesmo, e, consequentemente,
deslocando o potencial. A acidez da ST ndio € tio alta quanto a da FZ e por isso Ey,
ndo foi tdo deslocado. '

Tabela IIL.2-Potencial médio obtido para o eletrodo de pasta de carbono em KCl
0,5mol L pH 7,0, v=10 mV s™.

Material En /mV
FZAM 126
FZAT 130
STAM -110
STAT -151

AT em solugdo -398
AM em solucdo -426

IIL.B.1.1- Estudo com eletrodo contendo FZAT:

Os voltamogramas obtidos com o eletrodo preparado com FZAT
apresentaram picos alargados, Figura IIL2, sugerindo que as espécies eletroativas
ndo estio adsorvidas de uma Unica maneira ¢ consequentemente ndo respondem ao

mesmo tempo.
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O potencial médio, E,,, obtido do estudo com os diferentes anions e cations
pode ser observado na Tabela ITL3. Nela observa-se que o ion do eletrélito suporte
nitrato possui uma grande afinidade pelo mediador doando densidade eletrénica, o
que facilita o processo de oxidagio do mediador, deslocando o potencial para
valores mais negativos. Ja o sulfato e o cloreto, estabilizam melhor a forma
reduzida, permitindo que o potencial do mediador desloque para valores mais
positivos. O potencial observado para a solugéo de perclorato pode ser resultado de
sua baixa mobilidade, devido ao tamanho do ion, o que pode ser verificado pelo seu
alto valor de AE. Quando o eletrélito suporte era acetato o eletrodo ndo mostrou
resposta, este fato pode ser devido a uma baixa afinidade entre ion e mediador ou
devido a baixa porosidade do FZ ¢ o grande raio de hidratagdo do acetato, ndo
permitir o balanceamento de cargas, prejudicando a resposta do eletrodo.
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Figura IIL.2- Voltamogramas obtidos com eletrodo de pasta de carbono modificado
com FZAT. Solugdio 0,5 mol L pH 7, v=10mV s™.

Dentre os cations estudados ndo se observou diferenga de comportamento,
‘Tabela ITL3, com excegdo do sédio com o qual obteve-se o valor menos positivos
do Em Isto provavelmente, devido a baixa mobilidade do ion, resultado do seu raio
de hidratagéio o que ocasionou uma fraca interagio com o eletrodo, ndo permitindo

um deslocamento de potencial tdo pronunciado quanto os outros cations.
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Tabela IIL3-Potenciais médios e AE obtidos com os diferentes ions estudados para
o eletrodo contendo FZAT, v= 10 mV s,

ions Ewm (mV) AE (mV) ions Em (mV) AE (mV)
Cr 130 53 K 130 53
NOs 99 74 NH," 138 79
Clos 116 109 Na* 114 65
SO 126 75 Ca?* 134 62

A reversibilidade do eletrodo pode ser verificada através da separagio de
picos, AE, diferenga entre potencial de pico anédico e catddico, e da razio entre
corrente anddica e catédica (I./T.). Os valores de AE, tanto para 4nions quanto para
cations, aumentam em fungéio da velocidade de varredura, indicando que o processo
redox fica prejudicado, provavelmente porque o balanceamento de cargas fica

- dificultado, devido a um menor tempo que o sistema tem para se rearranjar com o
aumento da velocidade.

A 1azdio Ipy/lp. diminui com o aumento da velocidade (1,0 & 0,7), para todos
os ions estudados, este fato pode ser atribuido ao alargamento do pico de corrente
que provoca uma diminuigéo da corrente total do sistema.

A Figura IIL3 mostra o grafico de corrente de pico anddico vs velocidade de
varredura, observa-se que nfio héd uma relagéo linear entre I, ¢ v, comportamento
similar ao observado para processos controlados por difusdio. Neste caso, este
comportamento foi atribuido a difusdo dos ions da solugfo, uma vez que a espécie
eletroativa estA fortemente adsorvida na superficie da matriz, como revelou o estudo
de estabilidade do eletrodo (comentado adiante).

IIL.B.1.2- Estudo com eletrodo contendo FZAM:

De maneira andloga ao observado com o FZAT, o FZAM também n#o
‘mostrou resposta em solugdo de acetato e os voltamogramas apresentaram picos
alargados nos voltamogramas, impedindo a leitura de comrente a velocidades
superiores a 50 mV s”. Com este eletrodo também notou-se que o fon sulfato
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estabiliza a forma reduzida do mediador deslocando o potencial para valores mais
positivos; os outros inions estudados apresentaram praticamente o mesmo
comportamento. J4 os cations nfio mostraram diferenca de E,, obtido, sugerindo que
os mesmos interagem de forma semelhante com o eletrodo, Tabela ML 4.
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cio,
8o
mﬂ

c 10 20 2/ 40 80

Figura IIL3- Gréfico de comente de pico andédico vs velocidade de varredura,
eletrodo modificado com FZAT, A) 4nions, B) ctions.

Tabela ITL.4-Potenciais médios e AE obtidos com os diferentes ions estudados para
o eletrodo contendo FZAM, v= 10 mV s,

fons Ey (mV) AE (mV) fons En (mV) AE (mV)
Cr 126 51 K 126 51
NO5 125 70 NH, 130 91
Clos 122 70 Na' 126 85
SO& 139 98 Ca®* 121 90

Os estudos de caracterizagio realizados com FZAM revelaram um aumento
de separagio de picos (AE) com o aumento da velocidade de varredura,
comportamento semelhante ao obtido com o FZAT, mostrando que o processo redox
¢ dificultado com o aumento da velocidade. Todos os eletrdlitos suporte estudados
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mostraram a razio de corrente (Ip/ Ic) proximo de 1 (0,8 a 1,0), revelando uma boa
reversibilidade dos eletrodos. Esse valor também diminui com o aumento de
velocidade, confirmando a dependéncia da resposta do eletrodo em fungfio da
difusdo dos ions do eletrélito suporte.

Este comportamento difusional dos ions € comprovado pelo grafico de iy,
Figura IIL4, o qual ndo apresenta uma relagdo linear, uma vez que a espécie esta

bem adsorvida na superficie da matriz, este comportamento refere-se aos ions em
solugdo.

0 10 20 30 40 50

Figura IIL.4- Grifico de corrente de pico vs velocidade de varredura, eletrodo
modificado com FZAM, A) 4nions, B) citions.
II1.B. 1.3~ Estudo com eletrodo contendo STAT:

Os estudos com a matriz ST foram realizados em pH 4,0, pois observou-se
uma melhor defini¢io dos voltamogramas nesse pH do que em valores mais altos.
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Ao contrdrio do verificado para o FZ, em solugio de acetato observou-se uma
resposta bem definida com essa matriz, sugerindo que esse fon ndo deve POSSUir uma
boa interagio com o FZ, impossibilitando a resposta do eletrodo.

Os estudos com os &nions realizados para STAT mostraram que o fon
perclorato estabiliza a forma oxidada do mediador deslocando o E, para valores
mais negativos, sendo que nas velocidades de varredura mais altas foi impossivel
determinar as correntes de pico. O acetato interage com o sistema de forma a retirar
densidade de elétrons deslocando o potencial para valores menos negativos. Dentre
os cations, as solugdes contendo potassio e amdnio mostraram estabilizar a forma
reduzida do mediador, deslocando o potencial para valores mais positivos, Tabela
LS.

Tabela H1L.5-Potenciais médios e AE obtidos com os diferentes ions estudados para
o eletrodo contendo STAT, v= 10 mV s™.

fons En (mV) AE (mV) jons E, (mV) AE (mV)
Cr -114 107 K -114 107
NO5 -126 100 NH," -114 94
Clog -142 87 Na* -127 94
Ac -109 71 Ca* -132 89
SO -113 104

Os valores de AE obtidos com a STAT mostraram-se independente da
velocidade de varredura, ao contrario do observado para a matriz FZ, sugerindo que
a difusdo desses ions para o balanceamento de cargas na superficie do eletrodo nfo é
afetada pela velocidade de varredura. A razdo entre as correntes também ficou
inaiterada com a velocidade de varredura, os valores obtidos foram perto de 1 (1,0 &
0,8), mostrando uma boa reversibilidade do eletrodo.

~ De maneira semelhante ao observado para a matriz FZ, este eletrodo ndo
possui uma relagio linear entre corrente ¢ velocidade de varredura, da mesma

maneira do explicado anteriormente, esse comportamento semelhante ao difusional



" Resultados e Discussdo 44

observado foi atribuido aos ions em solugdo, visto que o eletrodo apresenton grande

estabilidade frente a ciclagem consecutiva.

III.B.1.4- Estudo com eletrodo contendo STAM:

Ao contrério do obtido anteriormente com o STAT, quando utilizou-se
STAM ndo se observou resposta definida com os eletrdlitos perclorato, sulfato e
nitrato, sendo que nos dois primeiros casos foi impossivel a obtengio de qualquer
dado. Ja em acetato observou-se uma resposta bem definida, e esse ion mostrou
estabilizar a forma reduzida do mediador, deslocando o E, para valores mais
positivos. Os cations, analogamente ao observado anteriormente, nio mostraram
diferenga de comportamento, Tabela IT1.6.

Tabela II1.6-Potenciais médios e AE obtidos com os diferentes ions estudados para
o eletrodo contendo STAM, v= 10 mV 5.

ions En (mV) AE (mV) ions En (mV) AE (mV)
Cr -124 101 K* -117 101
NOy -102 109 NH,* -115 103
ClOs - - Na' -124 101
Ac -98 76 Ca’* -121 112
SO.* - -

O eletrodo STAM ndo mostrou aumento de AE em fungdio da velocidade de
varredura, sugerindo que o processo redox ¢é rapido. A STAM ao contrario do
observado para o STAT, apresentou a razio I,/ L, menor do que 1 (0,6-0,4)
mostrando uma baixa reversibilidade do sistema.

Da mesma maneira que o observado para todos os eletrodos anteriormente
caracterizados, a STAM também mostrou um comportamento semelhante ao
~ difusional.
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111.B. 2-Efeito do pH do eletrolito suporte:

Os mediadores estudados apresentam processo redox envolvendo dois
elétrons e dois prétons Figura ITLS, assim a concentragdo hidrogenidnica do
eletrblito suporte pode afetar o potencial de resposta. Quando em solugdo o
potencial do corante pode ser calculado através da seguinte equagio **:

E=Eo + (RT/0F) In ([H'P + Ky [H'T + Ky Ko[H']) na qual:
Er potencial formal F= constante de Faraday
Eo = potencial pH=0 E,= 0,534 V (AT) K. = constante pK, = 4,81 (AT)
Eo = 0,532 V (AM) pK. = 4,52 (AM)
R= constante dos gases K2 = constante pK,, = 5,41 (AT)
T= temperatura PK2=5,85 (AM)
n=namero de elétrons (n=2) [H']= concentragio hidrogenidnica
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Figura IILS- Processo redox do mediador azul de metileno e azul de toluidina.
O potencial médio do corante adsorvido sobre a FZ manteve-se independente

~do pH do meio, sugerindo que a esta matriz exerce um efeito protetor sobre o

mediador, Figura IIL6. Ji para a matriz ST em solugdes com valores de pH abaixo
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de 4,0 o potencial médio comega a ser deslocado para valores mais positivos,

indicando que esta néo possui um efeito tio protetor quanto a primeira.
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Figura IIL6- Variagdio do potencial médio em fungdo do pH da solugdo KCl 0,5
mol L, v=10 mV s™'. A) AM, B) AT.

111 B.3-Estabilidade dos transdutores:

A estabilidade dos eletrodos construidos foi verificada através da ciclagem
sucessiva ¢ da monitoragdo da corrente. Ndo houve queda de corrente em nenhum
caso, sugerindo que os mediadores estio fortemente adsorvidos na superficie da
maliiz, Figura 1XL.7, em alguns casos observou-se um aumento de corrente devido a
um melhor condicionamento do eletrodo. Essa boa estabilidade do eletrodo é uma
caracteristica ¢ muito importante para a aplicagio dos mesmos na construgdo de

" biossensores.
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Figura IIL7- Estabilidade do eletrodo de pasta de carbono modificada com FZAT,
v=10mV s”, KNO; 0,5 mol L pH 7.

II1. B.4-Concentragdo do eletrdlito suporte:

No estudo do efeito da variagdo da concentragdo do eletrélito suporte na
resposta do eletrodo observou-se um aumento da corrente em fun¢do do aumento da
concentragdo da solugdo de KCl para a matriz FZ, para ambos mediadores,
indicando que quanto mais cargas existirem no sistema, melhor o balanceamento de
cargas e, conseqiientemente, melhor resposta do eletrodo, Figura IIL8A.

No estudo com a ST utilizou-se o acetato de sodio, uma vez que nesta solugdo
o eletrodo apresentou melhor resposta, tanto com AT quanto com AM. Notou-se,
porém, que ocorre um aumento de corrente quando a concentragdo varia de 0,1 a 0,5

mol L', mas uma diminuigdo a 0,75 mol L™, Figura IIL.8B, sugerindo que uma alta
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concentracio desse eletrélito prejudica o processo redox do mediador,

provavelmente referente a um envenenamento na superficie do eletrodo.
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Figura ITI.8- Resposta do eletrodo de pasta de carbono modificada, A? FZAT em
KC10,5mol L pH 7, A) STAT em NaAc 0,5mol L™ pH 4, v= 10 mV 57,

III.C-Construcao do biossensor:

II1.C.1- Escolha do transdutor para a construcao do biossensor:

A enzima oxalato oxidase (OXO) tem como substratos no seu ciclo catalitico
o oxalato e 0 oﬁcigénio, sendo este ltimo o responsavel pela regeneragio da enzima,
dessa forma a construgio do biossensor pode ser idealizada por dois caminhos:
D em meio desoxigenado: mecanismo semelhante aos biossensores amperométricos
de 2’ geragéio (Figura ITL9A), com regeneragio da enzima OXO pelo mediador;
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2) em meio oxigenado: mecanismo semelhante aos biossensores de 2 geragdo

(Figura IIL9B), mas o sinal gerado é fungio da detecgdo dos produtos pelo

mediador;

Figura IIL9- Mecanismos de detecg@o do biossensor. A) desoxigenado, B)
oxigenado.

Na escolha do transdutor (FZAT, FZAM, STAT, STAM) para a construgdo
do biossensor avaliou-se a potencialidade dos mesmos para detecgio de peréxido,
visto que nos estudos preliminares com o biossensor em meio desoxigenado,
revelaram que o primeiro mecanismo proposto ndo poderia ser aplicado, pois néo se
obteve nenhuma resposta. Este fato sugeriu que o oxigénio atua como um segundo
substrato, participando do processo enzimatico, e ndo apenas como um regenerador
da enzima. O transdutor contendo a matriz STAT foi o que apresentou melhor
resposta para 0 H;O;, Figura IIL10, e, por isso, foi escolhido para construgdo do
biossensor. E interessante ressaltar que os transdutores contendo a matriz FZ ndio

apresentaram resposta significativa com nenhum dos dois mediadores.
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Figura I1.10- Curvas analiticas para perdxido de hidrogénio obtida com eletrodo de
pasta de carbono. 1) solugdo tampéo succinato 0,1 mol L/ 0,4 mol L™ KCl pH=3,8;
2) solugdio tampéio citrato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L™ KCI pH 3,8. v=10 mV s™.

IT1.C.2- Avaliagiio do biossensor para oxalato:

A OXO foi imobilizada no eletrodo na superficie do STAT através do
processo de ligagdo cruzada com a utilizacdo de um reagente bifuncional, o
glutaraldeido (GA)2. O método de imobilizaglio via ligacio covalente com
carbodiimida, néio pdde ser utilizado, visto que esta liga-se aos grupos carboxilicos
da enzima, os quais estdo presentes no sitio ativo da enzima, conforme mostraram
estudos recentes”’.

~ O sinal obtido com este biossensor apresentou muito ruido e respostas muito

~ pequenas, mostrando que a quantidade de peréxido gerada no meio estava no limite
de detecgdio do transdutor. A opgio encontrada foi o acoplamento ao biossensor de
uma segunda enzima, a Horseradish peroxidase, que apresenta grande afinidade pelo
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perdxido de mdrogénio atuando como catalisador para a OXO e amplificando o
sinal. Esse processo catalitico ocorre pelo consumo de peréxido pela HRP,
promofendo um deslocamento do equilibrio da reag¢io enzimitica da OXO, assim
maior quantidade de oxalato é consumido e mais perdxido formado. A HRP, devido
a sua alta afinidade por H;0,, promove um efeito de pré-concentra¢do amplificando
o sinal do biossensor.

A enzima HRP foi imobilizada na superficie do grafite através de ligagdo
covalente utilizando-se carbodiimida. Eletroquimicamente a HRP pode ser
regenerada por transferéncia direta, na qual os elétrons sio transferidos do eletrodo
para a enzima (processo lento), ou por transferéncia mediada, na presenga de um
mediador®®, Dessa forma o mecanismo proposto para o biossensor esti
representado na Figura IIL.11. A presenga do mediador melhora a transferéncia de
elétrons permitindo um melhor sinal, como pode ser visto na Figura IIL12, este fato

pode ser explicado por uma maior condutividade da pasta, ou pela regeneragio da
enzima pelo mediador.

o] - ooy

Figura IIL11- Mecanismo de resposta proposto para o biossensor bienzimatico para
oxalato.
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Figura IIL12- Curva analitica obtida com o biossensor bienzimatico OXO/HRP
preparado com A) ST, B) STAT. E.,;=100mV s vs SCE.

III.C.2.1- Influéncia do potencial aplicado:

O potencial aplicado tem uma grande influéncia na resposta do biossensor
para o oxalato, como mostra a Figura IIL13. A resposta aumenta quando o
potencial aplicado ¢ mais negativo e tende a um patamar em —150 mV. No entanto,
esse potencial, além de permitir a interferéncia do oxigénio, é muito negativo e pode
levar a formagdo de compostos de enzima HRP inativa, ocasionando a perda de
atividade e resposta da mesma®. Dessa forma fixou-se o potencial em -100 mV para
as medidas.
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II1.C. 2.2- Efeito da solu¢do tampdo:

A literatura ndo ¢ concordante quanto ao citrato ou succinato diminuirem a
resposta da enzima OXO, dessa forma para a escolha do mesmo fez-se uma curva de
calibragio em cada sistema. As respostas obtidas com citrato foram menores do que
com succinato, Figura III.14, mostrando que o mesmo influencia na atividade da
enzima. Ressalta-se ainda, que todos os biossensores cuja a imobilizagdo da OXO
foi realizada com essa solugiio tamp#o ndo apresentaram resposta, o contrario do
obtido com solugdo tampdo succinato, este fato sugere que o mesmo é mesmo um
inibidor da enzima.

15

1,04

Al IpA

0,0

160 -140 -120 -100 -80 -60 -40
E.,/mV vs ECS
Figufa IIL13- Curva de potencial obtida para o biossensor bienzimitico, em
solugdio tampdo succinato 0,1 mol L/0,4 mol L KC1 pH 3,8, [oxalato]=100 pumol
L.
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Figura IL14- Curvas analiticas obtidas com eletrodo bienzimatico OXO/HRP,
A)solugdo tampio succinato 0,1 mol L"/0,4 mol L KCl pH=3,8, B)solug#o tampéo
citrato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L KCI pH 3,8. E,,=-100 mV vs SCE.

HI.C.2.3- Influéncia do pH na resposta do biossensor:

O biossensor foi avaliado em diferentes valores de pH, pois as enzimas
apresentam respostas étimas em determinados valores de pH (pH 3,8 para OXO ¢
6,8 HRP) e quando imobilizadas estes podem ser ligeiramente alterados.

O biossensor apresentou uma melhor resposta em pH 3,3, Tabela IIL7. Os
resultados mostraram que a resposta do biossensor diminui em pH 4,3 ¢ 4,5. Este
fato sugere que a cinética da enzima OXO € mais afetada pelo pH do que a da HRP.
Assim escolheu-se o pH 3,8 para as medidas subsequentes, visto que o biossensor
aprésenta uma boa resposta ¢ aumentando o tempo de vida, devido a maior
estabilidade da enzima HRP.
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Tabela IIL7- Influéncia do pH da solugdio tamp#o succinato 0,1 mol L"'/0,4 mol L™
KCl na resposta do biossensor bienzimatico, 100 pmol! L™ de oxalato, Eypi= -100
mV vs SCE.

pH 1/pA

2,9 0,95+0,06
3,3 1,0440,04
3,8 0,84:0,06
4,3 0,750,07
45 0,68+0,06

II1.C.2.4- Curva analitica:

Determinada as condigdes dos experimentos tragou-se uma curva analitica,
Figura H1L15. Pode-se verificar que o eletrodo apresenta boa resposta de 100 pmol
L? 42 mmol L de oxalato, cuja equagdo ajustada para esse intervalo com n= 20 foi
i=0,33(10,04)+2,29(10,04)[oxalato], r= 0,9978, sendo i em pA e [oxalato] em mmol
L.

60 05 10 15 20
[oxalato] /mmol L™
Figura IIL.15- Curva de calibragdo obtida com o biossensor bienzimatico em

solugdo tampdo succinato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L™ pH 3.8, Eap=100 mV vs SCE.
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O tempo de resposta do biossensor foi determinado através dos
cronoamperogramas, através do intervalo de tempo gasto entre o momento da
inje¢do € o méximo da resposta, o qual foi de 0,5 s. A Figura ITL16 mostra que a
resposta do mesmo para oxalato € ripida, constituindo-se uma vantagem frente ao
métodos colorimétricos, que envolvem o tempo de espera para o desenvolvimento
de coloragio.

O limite de detecglio do biossensor considerado como 3 vezes o ruido foi 0,09
mmol L™ de oxalato. Nas analises obteve-se repetibilidade, em termos de desvio
padrdo, igual a 0,09pA. Um outro fator importante para os biossensores é a
freqiiéncia analitica, levando-se em consideragio o tempo necessario entre as
medidas (tempo de agitagio e aplicagdo de potencial) a freqiiéncia analitica foi de 36
amostras/h. '

A resposta do biossensor foi diminuindo nos dias subsequentes a sua
constru¢do, permitindo realizar medidas por quatro dias, nesse periodo houve a
perda de 54% do sinal, apds esse periodo o biossemsor apresenta muito ruido
iﬁlpossibi]jtando a leitura de qualquer sinal, Figura IIL17. E interessante ressaltar
que o biossensor estocado a seco niio apresenta resposta no dia seguinte, por isso o
mesmo foi acondicionado em solugio tampio succinato 0,1 mol L'/ KC1 0,4 mol L
pH 3,8.

5,0 injecéo
55
<
Zeof
65 |
1 1 1 i ] 1 ]
178 180 182 184
t/s

Figura IIL16- Tempo de resposta do biossensor bienzimatico.
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0.0 ' 0,2 . 0:4 . 0:6 l O:B ' 10
[oxalato] /mmol L™
Figura IIL.17- Curvas analiticas do biossensor bi-enzimitico para oxalato, obtidas

em solugéio tampo succinato 0,1 mol L/ KC1 0,4 mol L™ pH 3,8, E,,=100 mV.

' [LC.2.5- Interferentes:

O citrato, como descrito, anteriormente, apresenta interferéncia na resposta do
biossensor, além dele a literatura descreve o acido ascérbico como um interferente
em potencial. Essa interferéncia pode ser devido a dois fatores distintos:

1) converséio do acido ascérbico 4 oxalato, aumentando a concentragio original das
amostras (falso positivo)*®;

2) consumo do peroxido gerado na reagio enzimatica, para degradacéio do acido
ascorbico a dehidroascorbato, diminuindo o sinal que seria gerado por essa
espécie™.

No caso biossensor desenvolvido neste trabalho, como o sistema de detec¢dio
¢ através do peréxido gerado, pode-se ver que a presenga do acido ascérbico diminui
a resposta obtida, Figura II1.18.
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Figura IIL18- Resposta do biossensor bienzimatico para oxalato em solugiio
. tamp#io succinato 0,1 mol L'/ 0,4 mol L pH=3,8, E,;= -100 mV vs SCE A)

_auséncia e B) presenca de acido ascérbico 1:1.

O écido ascorbico pode ser eliminado por diferentes métodos descritos na
literatura, um dos mais simples e de grande eficiéncia, utiliza carvio ativo e permite
a recuperagiio de quase 100% de oxalato em amostras de urina®™.

IILC.2.6- Avaliacdo do biossensor com amostra real:

O biossensor foi avaliado em amostras de espinafre em comparagéo com o
método da AOAC. Este método mostrou-se muito trabalhoso sendo necessarias
varias etapas de precipitagio de proteinas para que o extrato do vegetal ficasse
limpido e o oxalato pudesse ser precipitado o mais puro possivel. Essas
precipitagdes visam também a retirada do ferro, visto este ser um elemento
abundsnte no espinafre, o qual interferir na titulagdo com KMnO,.
| Os valores encontrados com o biossensor foram sempre superiores ao
fornecido pelo método padrio, Tabela IIL8. Essa diferen¢a pode ser atribuida a
perdas ocorridas nas diversas etapas para a. precipitagio do acido oxalico, como
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explicado acima, o que nfo ocorre com o biossensor. Além disso, neste método
desenvolvido ndo hé a etapa de titulagio permanganométrica, a qual exige muitos
cuidados como a temperatura da solugéio € o ponto de viragem de dificil detecgéio
devido ao volume da solug#o.

O método com biossensor mostrou-se muitoc mais pratico, evitando a
execugiio da etapa com tungsténio, permitindo que a anélise seja mais rapida e gere
menos residuo. Um outro aspecto importante é que o método de referéncia necessita

de 4 dias para forecer o resultado, enquanto o biossensor apenas 1.

Tabela IIL.8- Comparagio do teor de oxalato obtido com biossensor ¢ método
padrio, n=2.

Amostra Método AOAC’ biossensor diferenca (%)
Teextrato | 704 (£ 12) 798 (£ 42) 13
2-extrato I 582 (+23) 622 (£ 60) 7

"(mg de oxalato/ 100g de espinafre)
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A matriz fosfato de zircénio mostrou uma grande afinidade pelos dois
mediadores estudados (azul de toluidina e azul de metileno), conferindo ao eletrodo
uma grande estabilidade. Um comportamento do tipo difusional foi observado com
os eletrélitos estudados, mostrando a dependéncia da mobilidade dos ions até a
superficie do eletrodo para o balanceamento de cargas.

A silica titinio também apresentou uma boa interagio com os mediadores
conferindo boa estabilidade ao eletrodo. Ao contrario do observado para o fosfato de
zircbnio, a adsorgdo dos mediadores necessitou de uma concentragio maior das
solugbes de adsorgdio, sugerindo uma maior dificuldade na imobilizagdo dos
mediadores. '

A acidez do suporte permitiu que o potencial médio dos mediadores
deslocasse para valores mais positivos do observado quando em solugfio. Esse efeito
€ mais pronunciado para o fosfato de zircénio do que para a silica titnio, revelando
um cariter mais acido para a primeira matriz.

O estudo da influéncia da acidez do eletrélito mostrou que a matriz silica
titdnio mantém o potencial médio constante até cerca de pH 4, abaixo do qual ocorre
o deslocamento do potencial para valores MS positivos, ja o fosfato de zirconio
mantém praticamente constante até pH~2, este fato vem a confirmar que a matriz
fosfato de zircdnio é mais acida que a silica titénio.

Dentre os mediadores estudados observou-se que o azul de toluidina
apresenta melhor resposta em ambas as matrizes, obtendo-se voltamogramas
melhores definidos dos que os observados para o azul de metileno.

O trabalho mostrou que dentre os eletrodos estudados, apenas a matriz silica
titinio apresentou eficiéncia na catilise do peréxido, sendo o azul de toluidina o
mediador que revelou melhor resposta, sendo, portanto, o escolhido para o
desenvolvimento do biossensor.

A enzima oxalato oxidase ndio apresenta atividade enziméitica em meio
desoxigenado, sugerindo que o oxigénio participa efetivamente do processo
catalitico. Dessa forma a resposta do biossensor foi avaliada frente ao peréxido
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gerado pela enzima. Neste método de detecgdo a quantidade de peréxido gerada
estava abaixo do limite de detecgfio do eletrodo, por isso foi necessirio a co-
imobiliza¢do da enzima Hoseradish peroxidase.

O biossensor assim constituido originou um sistema bienzimético, cujo sinal
eletroquimico gerado ¢é referente a regeneragéio da enzima HRP que € proporcional a
concentragdo de oxalato na solugio.

O biossensor apresentou maior resposta a pH 3,3, porém este poderia afetar o
tempo de vida do mesmo, sendo por isso utilizado o pH 6timo da prépria enzima
oxalato oxidase para as andlises subsequentes.

Quando aplicado potencial de -150 mV, o biossensor apresenta melhor

resposta. No entanto, ele ndo pode ser utilizado, pois diminui o tempo de vida da
enzima peroxidase, dessa forma utilizou-se um potencial de —100 mV.
' Apesar do biossensor apresentar um tempo de vida de 4 dias, vantagens
como: a facilidade de preparagio, faixa linear de 0,1 a 2 mmol L, limite de
detecgio de 0,09 mol L', tempo de resposta baixo sendo a resposta méaxima
alcangada em 0,5 s, freqiiéncia analitica de 36 amostras/h, permitem sugerir que o
biosensor desenvolvido seja uma alternativa ao método oficial.

A utilizagio de solugdo tampdo citrato fornecen uma resposta inferior
sugerindo que esse composto deve inibir a enzima, este fato vem confirmar a
auséncia de resposta quando a enzima OXO foi imobilizada com o mesmo. Outro
interferente da enzima foi o 4cido ascérbico que também diminuiu a resposta do
biossensor, quando adicionado concomitantemente com o oxalato.

O biossensor foi avaliado em analises de amostras de espinafie. Nesta obteve-
se uma diferenga sistematica de 7 e 13% superior ao método referéncia. Este fato
pode estar relacionado a perdas durante as vérias etapas de precipitagdo do método
da AOAC. Apesar disso apresenta varias vantagens, visto que o tempo para a analise

é reduzido em 3 dias e séo gerados menos residuos.
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Propostas Futuras

< Aplicagdo do biossensor em amostras de urina.

<+ Aumentar estabilidade do biossensor pela co-imobilizagio de aditivos como

albumina de soro bovino, DNA, polietilenoimina.

% Estudo de métodos de eliminagdo do acido ascorbico nas determinagdes de

oxalato.
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